Universidade Federal do Maranhao
Centro de Ciéncias Biologicas e da Satude
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias da Saude

Doutorado em Ciéncias da Saude

EFEITO ADJUVANTE DOS TOCOFEROIS NA
QUIMIOTERAPIA COM CICLOFOSFAMIDA INDUZ A
IMUNOMODULACAO PRO Thl

ANDRE ALVARES MARQUES VALE

Sao Luis
2022



ANDRE ALVARES MARQUES VALE

EFEITO ADJUVANTE DOS TOCOFEROIS NA
QUIMIOTERAPIA COM CICLOFOSFAMIDA INDUZ A
IMUNOMODULACAO PRO Thl

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Maranhdo
como requisito para a obtengdo do titulo de doutor em

Ciéncias da Sande.

Orientadora: Prof* Dr* Ana PaulaSilva deAzevedo dos

Santos

Sao Luis

2022



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/UFMA

Vale, André Alvares Marques.

Efeito adjuvante dos tocoferéis na quimioterapia com
ciclofosfamida induz & imunomodulag&dc prd Thl / André
Alvares Marques Vale. - 2022.

3% £

Orientador (a): Ana PaulaSilva deAzevedo dos Santos.

Tese (Doutorado) - Programa de Pés-graduagdo em
Ciéncias da Saude/ccbs, Universidade Federal do Maranhio,
S&8c Luis, 2022.

1. Adjuvantes neoplasicos. 2. Imunocedigdo. 3.
Suplementagdo vitaminica. 4. Vitamina E. I. dos Santos,
Ana PaulaSilva deAzevedo. II. Titulo.




ANDRE ALVARES MARQUES VALE

EFEITO ADJUVANTE DOS TOCOFEROIS NA
QUIMIOTERAPIA COM CICLOFOSFAMIDA INDUZ A
IMUNOMODULACAO PRO Thl

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Maranhdo,
como requisito para obtenc¢do do titulo de doutor em

Ciéncias da Saude.

Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof* Dr*. Ana Paula Silva de Azevedo dos Santos
Universidade Federal do Maranhdo

Prof* Dr*. Alessandra Lima Rocha
Universidade UNINASSAU

Prof. Dr. Rui Miguel Gil da Costa Oliveira
Universidade Federal do Maranhdo

Prof. Dr. Paulo Vitor Soeiro Pereira
Universidade Federal do Maranhao

Prof* Dr®. Marcia Cristina Gongalves Maciel
Universidade de Brasilia



“May it be a light for you in dark places,

when all other lights go out.”
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RESUMO

O uso de vitaminas na prevengdo e no tratamento do cancer sempre trouxe davidas
quanto sua eficécia e, neste contexto polémico, os tocoferdis ou vitdmeros de vitamina
E também estdo inseridos. Este trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos
de um mix de tocoferdis no desenvolvimento tumoral em modelos in vitro e in vivo,
focando nos processos de imunomodulagao e ativagao celular, originando dois artigos.
No primeiro artigo se avaliou a capacidade da suplementacdo com tocoferdis em
promover um desfecho positivo no contexto oncoldgico. Para isso foi aplicado o
modelo de tumor so6lido de Ehrlich (ET) em camundongos Swiss e separados nos
grupos experimentais (n=7/grupo): Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC),
tratado com 25 mg/kg intraperitoneal; Grupo suplementagdo pré e pos-tumor (CS),
tratado com 100mg/K g/dia tocoferdis via oral (v.0.) por 14 dias antes e 16 dias apds o
in6culo do tumor; Grupo suplementagdo pos-tumor (TS), tratado com 100mg/Kg/dia,
v.0. de tocoferois apos 2 dias do inoculo do tumor, durante 15 dias. Ao longo do
experimento foram coletados os dados nutricionais e o valor do volume da pata com
tumor. Apds a eutandsia, foram coletadas amostras para andlise dos pardmetros
hematolégicos, producdo de 6xido nitrico (NO) e fenotipagem dos esplendcitos, além
da produgdo de citocinas pelo microambiente tumoral em cultura ex vivo. Os dados
mostraram que, independentemente do tempo de suplementagdo, os tocoferdis foram
capazes de aumentar o numero de leucdcitos e eritrocitos no sangue, entretanto sem
alterac@o no fenotipo de ativagdo de leucocitos. Os animais suplementados antes e apos
o inoculo do ET apresentaram aumento do tumor com producdo de citocinas
inflamatorias (IL-12, IFN-y e MCP-1) e menor concentragdo de IL-10, que parece
justificar a maior produ¢do de NO. Assim, este estudo ratifica a inércia da
suplementagao por tocoferdis na prevencdo e/ou tratamento do cancer, entretanto sua
acdo imunomoduladora abre uma perspectiva interessante ndo s6 no contexto do
cancer, bem como com outras doengas inflamatorias. O segundo artigo estuda a acdo
da suplementacio de tocoferdis como adjuvante na quimioterapia neoplasica. Para isso
foram feitas analises in vitro avaliando possiveis efeitos diretos dos tocoferois sobre
as células tumorais e o ensaio in vivo com modelo de tumor solido de Ehrlich sob
tratamento com ciclofosfamida. Os resultados obtidos com a linhagem tumoral
descartaram um efeito citotoxico direto dos tocoferdis, excluindo uma acdo
quimioterapica. No ensaio in vivo foi possivel observar que a suplementacgao reduz a
caquexia, leucopenia e anemia nos animais com ET em tratamento com
ciclofosfamida, sem modificar a a¢do antineoplasica do mesmo. Além disso, a
suplementagcdo demostrou maior ativagdo de linfocitos citotoxicos (CD3; CDS;
CD69), macrofagos (CD14; CD69) e células natural killer (NK 1.1; CD86) no bago.
Esse padrio celular corrobora com o padrao Thl de citocinas (IL-12 e IFN-y) regulada
pela IL-10. No plasma, a menor produgao de IL-6 pode reforgar o padrao Thl e mitigar
a caquexia associada ao cancer/quimioterapia. Os dados sugerem que a
imunomodulagdo mediada pelos tocoferdis promove um padraoThl associado a agdo
de reiniciacdo da resposta imunologica causada pela ciclofosfamida. Considerando
que a resposta Thl é favoravel a eliminagdo de células tumorais, especula-se que a
suplementagao com tocoferdis induza uma imunocompeténcia antitumoral e minimize
os efeitos danosos da quimioterapia sendo uma op¢ao de adjuvante na oncologia.



Palavras-chave: Vitamina E; Imunoedicao; Suplementagdo vitaminica; adjuvantes

neoplasicos.



Xi

ABSTRACT

The use of vitamins in the prevention and treatment of cancer has always raised doubts
about their effectiveness and, in this controversial context, tocopherols or vitamin E
vitamers are also included. The main objective of this work was to evaluate the effects of
a mix of tocopherols on tumor development in in vitro and in vivo models, focusing on
the processes of immunomodulation and cellular activation, resulting in two articles. In
the first article, the ability of tocopherol supplementation to promote a positive outcome
in the oncological context was evaluated. For this, the Ehrlich solid tumor model (ET)
was applied to Swiss mice and separated into experimental groups (n=7): Control group
(NC), Cyclophosphamide group (PC), treated with 25 mg/kg intraperitoneally; Pre- and
post-tumor supplementation group (CS), treated with 100mg/kg/day tocopherols orally
(v.0.) for 14 days before and 16 days after tumor inoculum; Post-tumor supplementation
group (TS), treated with 100mg/kg/day, v.o. of tocopherols after 2 days of tumor
inoculum, for 15 days. Throughout the experiment, nutritional data and the volume of the
paw with the tumor were collected. After euthanasia, samples were collected for analysis
of hematological parameters, production of nitric oxide (NO) and splenocyte
phenotyping, in addition to the production of cytokines by the tumor microenvironment
in ex vivo culture. The data showed that, regardless of the time of supplementation,
tocopherols were able to increase the number of leukocytes and erythrocytes in the blood,
however without changing the leukocyte activation phenotype. The animals
supplemented before and after the ET inoculum showed an increase in the tumor with
production of inflammatory cytokines (IL-12, IFN-y and MCP-1) and lower
concentration of IL-10, which seems to justify the higher production of NO. Thus, this
study confirms the inertia of tocopherol supplementation in the prevention and/or
treatment of cancer, however its immunomodulatory action opens an interesting
perspective not only in the context of cancer, as well as with other inflammatory diseases.
The second article studies the action of tocopherol supplementation as an adjuvant in
neoplastic chemotherapy. For this, in vitro analyzes were carried out evaluating possible
direct effects of tocopherols on tumor cells and the in vivo assay with Ehrlich's solid tumor
model under treatment with cyclophosphamide. The results obtained with the tumor
lineage ruled out a direct cytotoxic effect of tocopherols, excluding a chemotherapeutic
action. In the in vivo assay, it was possible to observe that supplementation reduces
cachexia, leukopenia and anemia in animals with ET undergoing cyclophosphamide
treatment, without modifying its antineoplastic action. Furthermore, supplementation
showed greater activation of cytotoxic lymphocytes (CD3; CD8; CD69), macrophages
(CD14; CD69) and natural killer cells (NK 1.1; CD86) in the spleen. This cellular pattern
corroborates the Thl pattern of cytokines (IL-12 and IFN-y) regulated by IL-10. In
plasma, lower IL-6 production may reinforce the Thl pattern and mitigate
cancer/chemotherapy-associated cachexia. The data suggest that tocopherol-mediated
immunomodulation promotes a Thl pattern associated with the action of resetting the
immune response caused by cyclophosphamide. Considering that the Thl response is
favorable to the elimination of tumor cells, it is speculated that supplementation with
tocopherols induces an antitumor immunocompetence and minimizes the harmful effects
of chemotherapy.

Keywords: Vitamin E; Quality of life; Immunoediting; Metabolism
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1. INTRODUCAO

Cancer ¢ um padrao biologico determinado por uma variedade de processos
complexos e interativos. Apesar dessa grande diversidade, as diferentes patologias que
resultam no seu desencadeamento estdo relacionadas ao descontrole do ciclo celular
(WHO, 2021). Essa heterogeneidade ¢ responsavel pela grande incidéncia e mortalidade
relacionada a esse processo bioldgico, cujos nimeros chegaram a 19 milhdes e 10
milhdes, respectivamente, em 2020 (IARC, 2021).

Para lidar com um processo tdo dindmico e varidvel, os tratamentos para o cancer
também precisam ser igualmente diversos. Apesar do grande avango na area oncoldgica,
a maioria dos agentes antineoplésicos ainda apresentam efeitos adversos importantes,
como, por exemplo, anorexia e leucopenia (DICKENS; AHMED, 2018).

Um dos maiores exemplos de quimioterapico ja produzidos ¢ a ciclofosfamida,
um agente nitrogénico do grupo das oxazoforinas (POVIRK; SHUKER, 1994). Trata-se
de uma pro-droga com propriedades alquilantes capaz de impedir a divisdo das células
tumorais (CHEN et al., 2004). Apesar do seu largo uso, pre¢o acessivel e relativa
seletividade, o uso da ciclofosfamida causa efeitos adversos severos, em especial sobre o
sistema imune (DROZ et al., 2013). Estudos tém demostrado uma interessante capacidade
imunomoduladora da ciclofosfamida devido a sua acdo sobre células e processos
relacionados ao escape tumoral (AHLMANN; HEMPEL, 2016; FEERICK et al., 2021).

Para que ocorra uma modulagio efetiva frente ao cancer, uma resposta celular
resolutiva deve ocorrer. Nesse contexto, a resposta 6tima esté relacionada com um subtipo
especifico de linfocitos helps, denominada resposta Thl, capaz de destruir as células
cancerigenas restabelecendo a homeostase (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).
A estratégia mais robusta proposta nos ultimos anos vem justamente da utilizacdo do
conhecimento dos processos de imunoedigdo e imunomodulacdo propiciados pelo
tratamento oncolodgico para favorecer ndo s6 a eliminagdo do tumor, como também a
manuteng¢ao de uma resposta favoravel frente a ele (DESAIL; COXON; DUNN, 2021a).

Um possivel agente imunomodulador no contexto oncoldgico ¢ a vitamina E, que
possui propriedades biologicas importantes, sendo encontrada em varios tipos de
vegetais, em especial em seus 6leos (A. SHETTY, 2013). Esta substancia subdivide-se
em 02 grupos, os tocoferdis (cadeia lateral saturada) e os tocotrienois (cadeia lateral
insaturada), cada um desses possuindo 04 vitdmeros identificadas pelos prefixos alfa,

beta, gama e delta. Esta diferenca deve-se a quantidade ¢ localidade de grupos metil que
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se encontram no anel aromatico do tocol (COLOMBO, 2010). A forma mais comum ¢ o
a-tocoferol seguida do y-tocoferol, sendo a primeira a mais economicamente importante
e biodisponivel (REBOUL et al., 2006).

A acdo imunomoduladora dos tocoferois se da de varias formas, entre elas a
capacidade de inibir a acdo enzimatica da ciclo-oxigenase-2 (Cox-2), que por sua vez,
impede a producdo da prostaglandina E2, através da interrup¢do da oxidacdo do acido
araquidonico. Outro mecanismo importante ¢ a supressao do fator nuclear kappa B (NF-
kB) e dos transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT) 6 e 3 (JIANG, 2014).

A inativagdo desses fatores e enzimas leva a menor producdo de citocinas pré
inflamatérias, como IL-6, TNF-a e IL-1 pelas células imunoldgicas. Essa diminuicdo esta
relacionada a protecdo contra doengas cronicas e, at¢ mesmo, a desregularizagdo
imunologica causada pelo processo carcinogénico (GRIVENNIKOV; GRETEN;
KARIN, 2010). Além disso, a suplementagcdo com tocoferdis leva ao aumento da
producdo de IL-2, e por tanto, a uma maior producdo de linfocitos T e B frente a estimulos
imunoldgicos, como por exemplo vacinas, entre elas hepatite B e tétano (MORIGUCH],
1997; WU; MEYDANI, 2014).

Estas propriedades imunoestimulantes sdo, por vezes, relacionadas a capacidade
da vitamina E (em especial ao vitdmero alfa tocoferol) de melhorar a sinapse imunolégica
entre linfocitos T naive e células apresentadoras de antigenos. Essa interagdo feita de
forma mais robusta esta associada a melhora ativacdo e proliferagdo de linfocitos frente
a estimulos diversos tanto in vitro quanto in vivo em camundongos idosos (MARKO et
al., 2007).

A suplementac¢do com vitamina E também foi relacionada com maior resisténcia
a infecgdes virais em humanos, sendo isso desencadeado pelo o aumento da atividade
citotoxica de linfocitos T e células NK, além da atividade fagocitica de macréfagos
alveolares, correspondendo assim, a uma resposta Thl (HAN et al., 2000; LAI et al.,
2021).

Dessa forma, o presente trabalho pretende estudar a acdo direta de um mix de
tocoferois na linhagem celular Hs578T e sua capacidade de imunomodular o tratamento
com ciclofosfamida, como forma de amplificar a resposta frente a neoplasias malignas ao

mesmo tempo que atenua possiveis efeitos deletérios da quimioterapia.
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2. Apresentacio da estrutura da tese

No primeiro capitulo, intitulado referencial teérico, sdo dispostos os
conhecimentos cientificos necessarios para que se possa entender os capitulos seguintes.

No segundo capitulo, nomeado “Suplementagdo com uma mistura heterogénica
de tocoferois ndo altera o destino do desenvolvimento tumoral em camundongos
portadores do tumor solido de Erlich” € demostrado como a suplementa¢cdo com um mix
de tocoferdis de forma isolada interfere no desenvolvimento tumoral. O principal objetivo
neste trabalho ¢ esclarecer se a suplementacdo com tocoferdis e sua posologia, tem de
fato algum tipo de desfecho positivo no contexto oncolégico e quais as possiveis
explicacdes para este fenomeno.

O terceiro capitulo ¢ denominado “Efeito adjuvante da mistura de tocoferois na
quimioterapia da ciclofosfamida induz & imunomodulagdo Thl”. Nesse trabalho
buscamos explorar inicialmente o efeito direto do mix de tocoferdis sobre células
tumorais extremamente agressivas. Os experimentos feitos nesta sessdo, em particular,
foram realizados no Institute for Research in Immunology and Cancer — IRIC, localizado
na Universidade de Montreal, no Canada. Sendo sua realizagdo possivel devido ao
programa de doutorado-sanduiche no exterior (PDSE). Além disso exploramos como a
combinag¢do da suplementagdo com um mix de tocoferdis juntamente com o tratamento
com ciclofosfamida pode modular de forma favoravel a resposta imune frente ao tumor e
quais os mecanismos envolvidos nesse fendmeno.

Na quarta se¢do deste trabalho sdo apresentadas as referéncias coletivas de todos
as informagodes usadas na tese. Na secdo apéndice estdo os trabalhos publicados pelo autor
ao longo do doutorado e em anexos estdo listados documentos adicionais relacionados

aos trabalhos apresentados.



19

2. Capitulo Um: Referencial tedrico

2.1 Origem e epidemiologia do cancer

Cancer ¢ um padrio biologico determinado por uma variedade de processos
complexos e interativos. Apesar dessa grande diversidade, as diferentes patologias que
resultam no seu desencadeamento estdo relacionadas ao descontrole do ciclo celular
(WHO., 2021). Essa heterogeneidade ¢ responsavel pela grande incidéncia ¢ mortalidade
relacionada a esse processo bioldgico, cujas estimativas chegaram a 19 milhdes e 10
milhdes, respectivamente, em 2020 (IARC, 2021).

Ainda em 2020, 2,3 milhdes mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama,
e 685 mil foram a 6bito devido a complicagdes da doenga. A prevaléncia alcangada nos
ultimos 5 anos de 7,8 milhdes torna esse tumor o mais prevalente na populagdo humana
(WHO, 2021) .

Estudos preveem que no ano de 2035 a ocorréncia de tumores malignos aumentara
em até 70% (MOHEBBI et al., 2017), sendo os tipos de cancer com maior incidéncia no
mundo os de pele, pulmdo, mama, colorretal, prostata, estdmago e figado. Esta alta
indecéncia e mortalidade associada ao cancer estd diretamente correlacionada a altos
custos publicos investidos no seu estudo, tratamento e prevengao.

Apesar de ndo se saber ao certo a carga econdmica mundial relacionada as
neoplasias malignas, dados de diferentes paises nos permitem ter uma dimensdo da
importancia dessa doenga no contexto global. Apenas nos Estados Unidos da América
(EUA), em 2017, foi estimado um gasto de aproximadamente 342,2 bilhdes de dolares,
divididos entre servigos de atencdo basica, perda de produtibilidade e mortalidade
prematura causada pelo cancer (ACS, 2021b). No Brasil, o Ministério da Satde, em 2020,
gastou cerca de R$ 425 milhdes na area de atencdo oncologica (SILVA, 2021), sendo que
a perda monetaria pela morte prematura causada pelo cancer ¢é estimada em
aproximadamente R$ 294 mil por individuo (ACS, 2021b).

Entre as caracteristicas bioldgicas que determinam o cancer pode-se destacar: a
incapacidade das células tumorais em responder aos sinais de diferenciacao,
autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade a sinais de nao proliferacao,
capacidade de evasdo da apoptose, ampliacdo do potencial de divisdo, capacidade de
induzir e sustentar o processo de angiogénese e de se proliferar além de seus limites

usuais, causando assim a metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 1. Compilacdo das caracteristicas inerentes as células cancerigenas. Diagrama
proposto incialmente por Hanahan e Weinberg em 2000 e posteriormente expandido
pelos mesmos autores em 2011. Em 2017 Kaber e colaboradores atualizam o diagrama
exemplificando as consequéncias das carateristicas originalmente propostas pelos autores
originais. Figura do autor.

Muitos estudos tem demonstrado a capacidade das células tumorais de se
adaptarem a diferentes tipos de fontes energéticas. Isso pode gerar interagdes metabolicas
unicas, que por extensdo, geram microambientes tumorais extremamente diversos
(PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Essa diversidade molda a forma como as células
imunolégicas do hospedeiro reagem as células tumorais. Muitas vezes, o sistema imune
acaba por ser sobrepujado pelas novas redes de interagao em desenvolvimento durante o
processo de carcinogénese, podendo até mesmo ter sua fungao original redirecionada para
o crescimento do tumor (MITTAL et al., 2014).
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2.2 Fatores de risco e carcinogénese

Entre os fatores de risco mais associados ao desencadeamento do processo de
carcinogénese estdo o tabagismo, alcoolismo, dieta ndo saudavel e a falta de exercicios
fisicos (OTT etal., 2011). Em paises em desenvolvimento, porém, as doengas infecciosas
cronicas também possuem importancia de destaque para esse quadro.

Em 2012, at¢ 25% de todos os canceres diagnosticados em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, foram atribuidos a infec¢des com potencial
carcinogénico. O virus do papiloma humano (HPV), virus da hepatite B e C assim como
o virus Epstein-Barr s@o alguns dos patégenos detectados (PLUMMER et al., 2016).

Muitas destas doencgas e habitos configurados como fatores de risco acabam por
favorecer ou, em alguns casos, acelerar a carcinogénese. A carcinogénese pode ser
entendida como o processo pelo qual uma célula normal adquire caracteristicas que
podem torna-la um potencial iniciador de um tumor (MERLO et al., 2006). A aquisig¢do
dessas caracteristicas, porém, nao ocorrem de forma imediata, mas sim, através de um
processo relativamente gradual (OHNISHI et al., 2013). Trés fases deste percurso sdo
usualmente descritas: a iniciagdo, a promogdo e a progressio (BARCELLOS-HOFF;
LYDEN; WANG, 2013).
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Figura 2. Descri¢ao conceitual do processo de carcinogénese levando-se em conta o
processo tripartido de inicia¢do, promogao e progressao. Figura inspirada no trabalho de
Chahar et al., 2020. (KABIRAI et al., 2020). Figura do proprio autor.

Inicialmente, ocorrem danos irreversiveis ao material genético da célula, sendo
este causado ou influenciado por varios tipos de eventos endogenos e exdgenos como,
por exemplo, exposi¢cdo a mutagénicos de natureza diversa (WOGAN et al., 2004). Na
fase de iniciacdo propriamente dita, o metabolismo celular passa a ser alterado,
promovendo o acimulo de mutagdes. Nesse contexto a superexpressdo de proto-
oncogenes, que estdo diretamente relacionados ao desencadeamento do ciclo celular,
tornando-os oncogenes. Isso propicia a célula a capacidade de se dividir de forma rapida
e/ou constante (REDDEL, 2000).

Ja o silenciamento de genes supressores de tumor, responsaveis pela parada do
ciclo celular e incitar a expressdo de genes pro-apoptoticos, torna a célula virtualmente
imortal (VOGELSTEIN et al., 2013). Na fase de promogéo, ocorre a expansao clonal das
células mutadas de forma mais intensa, formando uma massa sélida ou liquida,
parcialmente contida no 6rgdo de origem. Na progressao, a transformagao neoplasica se
completa e o tecido tumoral pode adquirir a capacidade de invadir outros tecidos,
promovendo o evento de metastase, carateristico do cancer (BAKER et al., 2017;

NGUYEN; MASSAGUE, 2007).
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Devido ao processo de progressao tumoral, regido pelas leis da selegao natural, as
células tumorais acabam por produzir clones com capacidades crescentes de migracao e
invasdo (RIDLEY et al., 2016).

Varias mutagdes estdo relacionadas a alteragdes no citoesqueleto celular, uma
estrutura complexa e dindmica, cujos componentes principais sdo os microfilamentos de
actina, os filamentos intermedidrios e os microtibulos (FIFE; MCCARROLL;
KAVALLARIS, 2014). Os microfilamentos sdo formados por polimeros lineares da
proteina G-actina, responsadveis pela geracdo de forca mecanica (DELON; BROWN,
2007).

Os microtibulos por sua vez, sdo formados por dimeros de alfa e beta tubulina.
Essas estruturas tém um comportamento muito dindmico, ligando-se a GTP para a sua
polimerizagdo sendo os responsaveis pela estruturais pelos cilios e flagelos
(AKHMANOVA; STEINMETZ, 2015). Além disso, os microtibulos estdo diretamente
envolvidos na manuten¢do da morfologia e mobilidade celular (KUEH; MITCHISON,
2009). Os filamentos intermedidrios, ao contrario dos outros componentes, ¢ uma
estrutura menos dindmica e com composi¢do mais variada, sendo eles especifico de
células e tecidos (CHUNG; ROTTY; COULOMBE, 2013).

Virias das proteinas que regulam a dinamica do citoesqueleto celular estdo
expressas em grande quantidade em véarias linhagens tumorais (SAHAIL 2005),
especialmente naquelas que possuem um potencial invasivo acentuado (WANG et al.,
2004). Isso torna esses componentes alvos para novas terapias oncoldgicas
(STROUHALOVA et al., 2020).

A invasdo de tecidos adjacentes, migracdo de células imunoldgicas e a liberacao
de substancias biologicamente ativas ocasionam a formacdo de dano local e processos
inflamatorios muitas vezes nao resolutivos e prejudiciais a homeostase (TARVER, 2012).
Esses eventos acabam por se relacionar aos sintomas carateristicos do desenvolvimento

tumoral.

2.3 Cancer e o sistema imune

Um importante fator a ser considerado durante a carcinogénese € o sistema imune,
um importante regulador da homeostase dos sistemas biologicos (SENOVILLA et al.,

2013) . Devido ao seu papel regulador, o sistema imunolégico pode interferir em todas as
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fases do desenvolvimento das células tumorais, da sua eliminagdo e até mesmo de sua
progressao (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).

A ativagao de células da imunidade inata, como as células assassinas naturais
(NK), por exemplo, ¢ capaz de eliminar células com os primeiros sinais de muta¢do. Caso
essas células mutadas ndo sejam eliminadas o acimulo de danos genéticos podem levar
a formagdo de células tumorais mais agressivas (KOCH et al., 2013). Mesmo em estados
mais avangados do desenvolvimento oncoldgico, o sistema imune ¢ capaz de montar
defesas efetivas contra as células e o tecido tumoral em formacao (PAPAIOANNOU et
al., 2016).

Em uma resposta imunoloégica antitumoral, células apresentadoras de antigenos
(APCs) ativadas pela presenca das células tumorais, primam linfécitos auxiliares (CD3)
e linfocitos citotoxicos (CDS). Essas subpopulagdes de linfocitos ativados podem
desencadear uma resposta citotoxica contra as células cancerigenas através da liberacao
de substancias soliveis como perforinas e granzimas além de citocinas pré-apoptdticas
(HINRICHS; ROSENBERG, 2014).

A agdo efetiva frente ao tumor estd relacionada a uma resposta imune celular
denominada resposta ou padrdo Thl (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
KIDD, 2003). A producdo de IL-12 e de INF-y por APCS permitem a diferenciacdo
celular de ThO (células T naive) que, por sua vez, comecam a produzir citocinas do perfil
Thl. A resposta imune mediada pela imunidade celular ¢ particularmente favoravel a
eliminagdo de parasitas intracelulares e células tumorais. Isso ocorre principalmente pela
ativagdo de macréfagos, células T CD8* e células natural killer (CRAFT; EZRA;
OCHOA, 2010; NISHIMURA et al., 2000).

Em contra partida, a producdo de IL-2 e, particularmente, de IL-4 levariam a
diferenciacdo da populacdao ThO em células Th2. Esse subtipo celular produzes citocinas
que ativam de forma mais robusta a imunidade mediada por anticorpos, sendo favoravel
a eliminagdo de patdgenos extracelulares (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012;
MOWEN; GLIMCHER, 2004) . Apesar de extremamente util de um ponto de vista
didatico, o paradigma Th1/Th2 se mostra um pouco mais complexo do que se imaginava
originalmente (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; MURAILLE; LEO; MOSER,
2014).
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Figura 3. Mecanismos de elimina¢do das células tumorais pelo sistema imune do
hospedeiro conforme previsto pela teoria da imunovigilancia. Figura modificada de
Chimal-Ramirez et al, 2013 (CHIMAL-RAMIREZ; ESPINOZA-SANCHEZ;
FUENTES-PANANA, 2013). Figura do proprio autor. Em tradugdo livre: Atividade de
imunovigilancia do cancer. Cada célula imunologica cumpre fungdes exclusivas e
redundantes para permitir a eliminagdo das células tumorais. Entre as atividades
antitumorais encontradas no microambiente tumoral estdo a citotoxicidade mediada por
células T CD8 + e NK, fagocitose por macrofagos M1, citolise induzida por mastocitos e
respostas humorais por células B. As células dendriticas sdo ativadas por antigenos
tumorais, que sdo entdo apresentados as células T e B. Essas atividades sdo coordenadas
por uma variedade de moléculas secretadas pelas células imunes e tumorais diretamente
para o ambiente do tumor ou para a circulacdo, onde serve para recrutar populagdes
imunes adicionais para o local do tumor. As setas vermelhas tracejadas representam os
efeitos antitumorais diretos, as setas azuis a tracejado, eliminacdo indireta de células
tumorais. As setas pontilhadas representam o recrutamento de outras populacdes de
células.

Alguns tumores sao capazes de subverter o sistema imune a favor do seu proprio
desenvolvimento. Essa possibilidade pode ser entendida quando levamos em conta a
teoria da imunoedig@o. A partir da instabilidade mutacional das células tumorais ocorre a

formacdo de clones cada vez menos imunogénicos. Isso deve-se a selecdo positiva
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mediada pela forca seletiva exercida pela propria resposta imunologica frente ao tumor
(DUPAGE et al., 2012).

Além da selecdo direta, as células tumorais e o ambiente na qual elas se
desenvolvem, s3o conhecidos por serem capazes de modificar certos tipos de resposta
imune. Isso se deve a diversos fatores secretados e/ou presentes nas células tumorais
(FINN, 2012).

Entre esses fatores podemos citar: a capacidade de influenciar fibroblastos a
secretar citocinas favoraveis a angiogénese e crescimento celular (TURNER; GROSE,
2010); producdo de citocinas capazes de inativar a resposta efetora de células T CDS8 e
NK (BIERIE; MOSES, 2010); a capacidade de secretar substancias soliveis capazes de
causar apoptose em células efetoras (ABUSAMRA et al., 2005) e modificar a fungdo
normal de células inicialmente favoraveis a sua eliminagdo (BANIYASH, 2006).

Um exemplo classico deste Gltimo mecanismo encontra-se nos macro6fagos, que
uma vez influenciados pelo tumor sdo reprogramados de um estado favoravel a
eliminagdo (M1) para um estagio propicio ao crescimento do tumor (M2). A
reprogramagao celular € propiciada pela liberagdo de citocinas imunossupressoras como
IL-4 e IL-10 (HANAHAN; COUSSENS, 2012; LIU et al., 2013).
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Figura 4. Mecanismos de escape empregados por células tumorais. Através da subversao
do sistema imunologico os mecanismos normais da imunidade sdo cooptados pelo
microambiente tumoral a favor do tumor em desenvolvimento. Figura modificada de
Chabanon et al., 2016 (CHABANON et al., 2016). Em traducdo livre: Mecanismos de
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escape imunologico no microambiente tumoral. Varios mecanismos envolvendo
componentes imunologicos contribuem para o escape do tumor. (1) O reconhecimento
imunolégico pode ser prejudicado apds a expressao reduzida de moléculas MHC de classe
I em células malignas, resultando na diminuicdo da apresentagdo do antigeno e,
consequentemente, deteccao reduzida por linfocitos T CDS8 citotoxicos. (2) As células
cancerigenas podem ativar mecanismos imunossupressores induzindo apoptose das
células através da expressdo de sinais de morte (incluindo ligantes FAS e TRAIL). (3) As
clulas tumorais liberam no microambiente uma variedade de moléculas
imunomoduladoras que inibem o sistema imunolégico, como IL-6 ¢ IL-10, por meio da
indugdo de células Treg imunossupressoras e MDSC, enquanto a atividade de células T
CDS8 citotoxicas e c¢lulas NK sdo inibidas. (4) Este desequilibrio de citocinas, combinado
com a secrecdao de TGFb, COX-2 ¢ PGE2, inibe as células dendriticas de se diferenciarem
e maturarem, afetando assim a apresentacdo dos antigenos tumorais € o reconhecimento
pelas células T. A liberacdo de moduladores imunoldgicos adicionais ou metabdlicos
reguladores, como IDO e arginase, também favorecem o estabelecimento de um
microambiente tumoral imunossupressor. (5) Expressdo de ligantes de checkpoint por
c€lulas cancerosas fornecem sinais co-inibidores para linfocitos T CD4 e CDS,
impedindo-os de construir uma resposta antitumoral efetiva. CCL, ligando de quimiocina;
COX-2, ciclooxigenase-2; CXCL, ligante de quimiocina (motivo C-X-C); FAS-L,
ligando de FAS; GM-CSF, granulécito fator estimulador de coldnias de macrofagos; iDC,
célula dentritica imatura; IDO, indoleamina-2,3-desoxigenase; mDC, célula dentritica
madura; MDSC, derivado de mieloide célula supressora; PD-1, morte celular programada
1; PD-L, ligante de morte celular programada; PGE2, prostaglandina E2; TAN, neutrofilo
associado ao tumor; TCR, célula T receptor; Treg, células T regulatorias.

O padrao de resposta local exerce influéncia sobre células distantes do
microambiente tumoral. Essa influéncia promove a formagao de uma resposta favoravel
ao tumor, relacionada ao recrutamento e formagdo de células T ¢ B reguladoras (Treg).
Essas células sdo respostaveis pela manutencdo de uma inflamacdo cronica incapaz de se
tornar resolutiva, muitas vezes protegendo o tumor de uma eliminacao efetiva (REUTER
etal., 2010; WHITESIDE, 2012).

Além das consequéncias imunologicas diretas, essa inflamag¢do cronica
desencadeia um processo de desgaste metabdlico (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011).
Isso ¢ causado pela ativacdo do sistema imune e pela incessante necessidade de energia e
de nutrientes demandadas pelo tumor. Esses dois fatores acabam por levar a perda de peso
em pacientes oncologicos. Caso medidas ndo sejam tomadas este quadro pode evoluir
para um processo de caquexia quando a perda de massa corporea chega a ser maior que
5% (FEARON et al., 2011).

Um modelo experimental que une as carateristicas de inflamacdo cronica e
desgaste metabdlico e o tumor de Erlich. Trata-se de um carcinoma mamario murino

solido e transplantdvel descoberto por Paul Ehrlich em 1906 (KASTEN, 1996). A
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inflamag@o gerada nesse modelo é acompanhada de uma grande producio de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-2 e IFN-y e regulatérias como IL-10
(FERNANDES et al., 2015; HAMSA; KUTTAN, 2011). Esse padrao de citocinas est4
relacionada a reprogramacdo de macrofagos e producdo de oxido nitrico (NO),
relacionados a progressdao tumoral (FERNANDES et al,, 2015; KALISH et al, 2015).
Esses mesmo fatores permitem que esse modelo reproduza o surgimento da caquexia

induzida por eventos oncologicos (FRAJACOMO et al., 2016).

Microambiente tumoral do tumor de Ehrlich
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Figura 5. Descri¢ao do microambiente tumoral do tumor de Erlich. Figura modificada de
Feitosa et al., 2021 (FEITOSA et al., 2021). Em traducao livre modificada: Os estudos
indicam que hd aumento da expressdo dos macrofagos M2 e T Helper (TH2) e das
citocinas IL-17, IL-1B, IL-6 e PGE na forma ascitica de Ehrlich. Essas expressoes
fenotipicas também sdo encontradas em neoplasias asciticas em humanos. O tumor solido
de Ehrlich foi caracterizado por expressao aumentada de CD4, CDS8, neutr6filos e TNF-
a, Foxp3 + e Qa-2 +, e essas caracteristicas sdo analogas aos canceres de mama humanos.

2.5 Estratégias atuais para o combate ao cancer

Atualmente existem diversas estratégias para se eliminar ou, no pior dos casos,
conter o avango de células tumorais pelo organismo no qual o mesmo se desenvolve.

Entre as principais estratégias utilizadas, temos trés grandes linhagens de contengao:
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cirurgia, radioterapia e quimioterapia (DESANTIS et al., 2014; HU; LI, 2020;
MORGAN; FULLERTON; BEDI, 2021).

A cirurgia consiste na remogio do tumor de forma mecanica. E indicada nos casos
em que se entende que o tumor ¢é passivel de ser completamente retirado, juntamente com
as células cancerosas presente nas proximidades, sem causar danos irreparaveis para o
paciente. Esta abordagem estd entre uma das mais comuns utilizadas para a eliminacao
de varios tipos de tumores solidos (COFFEY et al., 2003; MORGAN; FULLERTON;
BEDI, 2021).

A radioterapia ¢ indicada em casos de tumores localizados, e consiste na emissao
de radiagdes ionizante com o objetivo de destruir ou danificar o material genético das
células cancerosas, impedindo sua proliferacdo (KONIG et al., 2016). Sua utilizacdo apos
aremogao cirurgica de tumores esta correlacionada a uma maior taxa de sobrevida, e uma
menor taxa de recidiva ao longo do tempo, o que justifica sua utilizacdo em conjunto a
primeira abordagem (NARAYAN, 2021).

Em tumores sem uma localizacdo bem definida, ou de dificil acesso, que impeca
tanto a remocgdo cirurgica ou entdo a radioterapia, geralmente necessitam ser contidos
pela utilizagdo da quimioterapia. Essa abordagem ¢ todo tratamento de uso sistémico que
utiliza medicamentos para impedir a capacidade de proliferagdo das células, causando
assim sua contencao, ou de forma preferencial, sua destruicdo (ZITVOGEL et al., 2013).

Devido a inespecificidade da maioria dos quimioterapicos sua utilizagao acaba por
agir também em c¢lulas ndo tumorais de crescimento rdpido ou constante, como por
exemplo, as células mieloides. Isso resulta em um dos principais efeitos adversos dessa
abordagem, a mielossupressdo (KUDERER et al., 2006).

Outra abordagem, bem mais recente, ¢ a utilizagdo dos processos imunologicos
para combater de forma mais especifica e direta as células tumorais. O uso da
imunoterapia consiste em utilizar de forma farmacoldgica as células, seus produtos e/ou
suas interagdes contra cancer. Nesse sentido, temos a utilizagdo de anticorpos
monoclonais, bloqueadores de vias especificas relacionadas ao crescimento tumoral e a
utilizacao de células do proprio paciente, que sdo ativadas ex vivo, para combater o tumor.

A imunoterapia esta entre as abordagens mais efetivas, porém mais caras, no tratamento

oncologico (ESFAHANTI et al., 2020).
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Figura 6. Possiveis tratamentos para a eliminagdo e ou controle de tumores malignos.

Figura modificada de ebismedical 2021.

Um dos maiores exemplos de quimioterapico ja produzidos € a ciclofosfamida,
um agente nitrogénico do grupo das oxazoforinas. A origem de sua utilizagdo reside na
observagdo empirica que soldados envenenados por gas mostarda apresentavam aplasia
medular (DEVITA; CHU, 2008) .

Sua sintese quimica se deu com a substituicdo do anel oxazafosforina pelo grupo
metil da mostarda de nitrogénio com o objetivo de se criar uma pro-droga. Inicialmente
inativa, a nova substancia € convertida apenas nas células alvo, ou seja, ricas em
fosfamidase. Uma vez convertida ocorre a liberagdo da mostarda fosforamida, sua forma
ativa, que possui propriedades alquilantes (IQUBAL et al., 2019).

Por se tratar de um agente alquilante, os metabo6litos da ciclofosfamida causam
ligagdes entre as fitas do DNA impedindo sua dinamica de fechamento e abertura. Isso
bloqueia os processos de transcri¢ao e de replicacdo, o que culmina com a parada do ciclo
celular, e em apoptose (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009). Esse efeito é tdo mais
acentuado quanto for a falta da enzima aldeido desidrogenase, responsavel pela conversao
da mostarda fosforamida em metabolitos ndo toxicos. Tal propriedade explica o efeito

toxico dessa substancia sobre as populagdes de linfocitos ativados (MAGNI et al., 1997).
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Ciclofosfamida
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Figura 7. Mecanismos de agdo da ciclofosfamida sobre o cancer e seus efeitos colaterais
locais e sistémicos. Figura modificada de Iqubal et al., 2018 (IQUBAL etal., 2019) . Em
traducdo livre: Metabolismo da Ciclofosfamida (CP). A CP sofre metabolismo hepatico
e forma 4-hidroxiciclofosfamida (4-HCY), que posteriormente se metaboliza em
aldofosfamida. A aldofosfamida produz mostarda fosforamida por eliminagdo B, que
apresenta atividade anticancerigena. A aldofosfamida se metaboliza posteriormente em
metabolitos ndo toxicos, como carboxifospamida e mostarda nitrogenada, juntamente
com o composto toxico acroleina, que € principalmente responsavel pelas toxicidades

induzidas pela PC.

Além dos seus usos classicos como imunossupressor para transplantes e controle
de tumores sensiveis, a ciclofosfamida tem sido utilizada como um tratamento alternativo
para o controle de doengas autoimunes. Entre essas doencas estdo lupus eritematoso
sistémico (HOUSSIAU et al., 2010) e a artrite reumatoide (BRUMMAIER et al., 2013).

Apesar do seu largo uso e relativa seletividade, a ciclofosfamida possuiu efeitos

sistémicos graves, em especial quando usado de forma repetida. Entre esses efeitos sdo
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predominantes a nausea profunda, supressdo medular seguida de ressurgimento de
infecgdes latentes e cistite hemorragica causada pelo acimulo de acroleina, um
subproduto do metabolismo da ciclofosfamida (MEOTTI et al., 2013).

Outro efeito importante desse quimioterapico e a capacidade da ciclofosfamida
em “reiniciar” a resposta imunologica frente a um tumor em desenvolvimento. Isso ocorre
devido a sua alta toxicidade sobre linfocitos reguladores (CD4+CD25), induzidos pelo
tumor e pela sua capacidade de aumentar a populagdo de células dendriticas maturadas
em detrimento das imaturas (WADA et al., 2009). Esses fenOmenos permitem uma
remontagem da resposta imunologica frente ao tumor, com a reativagdo de linfocitos e
células da resposta inata permitindo o controle ¢ at¢ mesmo a eliminacdo do cancer

(GHIRINGHELLI et al., 2004).
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Figura 8. Efeito da ciclofosfamida sobre diferentes grupos de células imunes, com foco
na diferenciacdo das respostas Th2 para Thl. Figura modificada de Abu Eid et al., 2016
(EID et al., 2016). Em tradug¢do livre: O efeito imunomodulador da ciclofosfamida nas
células T. Quando administrada em altas doses, a ciclofosfamida causa deplecdo

inespecifica de células T. No entanto, em doses baixas, a ciclofosfamida exerce uma série
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de efeitos em diferentes subconjuntos: Estes incluem deplecao seletiva de Tregs e inibicao
de sua fung¢do supressora; mudanca na secrecdo de citocinas de Th2 para Th1; e aumento

de Th17, memoria e fenotipos de células T CDS8 efetoras.

2.7 Vitamina E: Efeitos sobre o cancer

Durante o tratamento oncologico ¢ comum se fazer intervengdes nutricionais,
entre elas, melhorar o aporte de substancias antioxidantes, com o intuito de promover
uma melhora no quadro clinico (PRATHEESHKUMAR et al., 2012; VERNIERI et al.,
2018). Entre as substincias com essa propriedade podemos destacar a vitamina E,
encontrada em varios tipos de vegetais, em especial em seus 6leos (A. SHETTY, 2013).

Esta substancia subdivide-se em dois grandes grupos, os tocoferdis (cadeia lateral
saturada contendo 16 atomos de carbono) e os tocotriendis (cadeia lateral insaturada
contendo 16 atomos de carbono). Cada um desses tipos possui quatro “formas”
identificadas pelos prefixos alfa, beta, gama e delta, sendo esta diferenca causada pela

quantidade e localidade de grupos metil que se encontram no anel aromético do tocol

(COLOMBO, 2010).
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Figura 9. Divisdo dos vitameros da vitamina E de acordo com a saturagdo da cauda lateral
posi¢do dos grupos metil no anel tocol. Figura modificada do site examine.com.

Sua forma mais comumente encontrada ¢ o a-tocoferol seguida do y-tocoferol,
sendo a primeira a mais importante economicamente e a mais biodisponivel (REBOUL
et al.,, 2006). Independentemente de sua forma esta substancia é conhecida por suas
propriedades antioxidantes, sendo uma das principais reguladoras de radicais livres
lipossoliiveis encontradas na dieta humana (NIKI, 2014).

Os vitameros da vitamina E também ja demonstraram a capacidade de modular o
processo inflamatorio através de mecanismos nao relacionados ao processo oxidativo.
Entre eles, a capacidade de inibir a agdo enzimatica da ciclo-oxigenase-2 (Cox-2), e por
sua vez, a producdo da prostaglandina E2. Isso leva a interrupgao da oxidagdo do acido
araquidonico. Ocorre assim, a supressdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), e dos

transdutores de sinal e ativadores de transcri¢do (STAT) 6 e 3 (JIANG, 2014).



35

A 1nativagdo desses fatores e enzimas leva a menor produgio de citocinas pro
inflamatodrias, como interleucina 6 (IL-6), TNF-a e IL-1 pelas células imunoldgicas. Esse
processo pode estar relacionado a protecdo contra doengas cronicas e até mesmo a
desregularizagdo imunologica causada pelo processo carcinogénico (AZZI et al., 2004;
GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; HIRANO, 2021).
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Figura 10. Mecanismos de a¢ao da vitamina E sobre processos imunologicos. Figura
modificada de Jiang 2014 (JIANG, 2014). Em tradugdo livre: Atividades anti-
inflamatorias e mecanismos de acdo das formas de vitamina E e carboxicromanois de
cadeia longa. Em células epiteliais, macréfagos e neutrofilos, yT, 6T e yTE inibem
modestamente PGE2 e LTB4 sem inibir a atividade de COX e 5-LOX. 13'-COOHs
initbem potentemente a atividade das enzimas COX-1 / COX-2 e 5-LOX (cruzes
vermelhas). Nos neutrofilos, as formas de vitamina E suprimem o influxo de calcio
estimulado por ion6foroou SIP (esfingosina 1-fosfato) e sua sinalizagdo a jusante. Em
células epiteliais pulmonares, macrofagos e algumas células cancerosas, yTE inibe a
ativacdo de NF-kB e STATG6 / 3, bem como seus genes regulados, incluindo citocinas e
quimiocinas.
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Além dessas propriedades, também ¢é notorio o papel da vitamina E na
manuteng¢ao da resposta imune normal. Sua presenca na membrana das células imunes é
essencial para a protecao das mesmas durante o processo de stress oxidativo (NIKI, 2014).
Estudos em modelos animais também demonstram que sua auséncia é capaz de levar a
depressdo da proliferagdo de linfécitos em ratos (PEKMEZCI, 2011). Em camundongos
idosos, uma dieta rica em vitamina E ¢ capaz de aumentar a proliferacdo de linfocitos T
¢ a sua produgdo de IL-2, quando comparada com uma dieta controle (MORIGUCHI,
1997).

Um resultado semelhante foi achado em estudos de suplementagdo em humanos
idosos. Nele a vitamina E foi capaz de aumentar a proliferacdo de linfocitos estimulados
com mitdégenos, a quimiotaxia de neutrdfilos e a produgdo de IL-2 (WU; MEYDANI,
2014). Outro estudo encontrou o aumento da producgdo de anticorpos contra hepatite B e
tétano quando estimulados com vacinas na presenca de uma dieta suplementada com
vitamina E, sendo esta atividade associada ao aumento da expressdo e atividade de

linfocitos B (MEYDANTI et al., 1997).
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Figura 11. Mecanismo de ac¢do da vitamina E sobre a imunidade inata regulando a
producdo de IL-2 que culmina na expansdo clonal de linfocitos Figura modificada de
LEWIS et al., 2019 (LEWIS; MEYDANI; WU, 2019). Em tradugao livre: Mecanismos
da influéncia da vitamina E nas respostas imunologicas. A vitamina E reduz a atividade
da ciclooxigenase (COX) em macrofagos velhos ao diminuir a produgao de 6xido nitrico,
0 que resulta em menor producdo de peroxinitrito. O peroxinitrito demonstrou aumentar
a atividade da COX. A diminuicdo da atividade COX pela vitamina E resulta na
diminui¢@o da produgdo de prostaglandina E 2 supressoras de células T (PGE 2) pelos
macrofagos, levando ao aumento das fungdes das células T. A vitamina E também pode
diretamente (independentemente de seu efeito de PGE 2) aumentar a proliferagdo de
células T e a produgdo de IL-2, aumentando a capacidade de divisdo celular, o nimero de
células T e a quantidade de IL-2 produzida por essas células. A vitamina E também pode
afetar a proliferacdo celular, afetando a expressdo de moléculas relacionadas ao ciclo
celular. AA, acido araquidonico; COX, ciclooxigenase; PGE 2, prostaglandina E 2;
ONOQO, peroxinitrito; NO, 6xido nitrico.

Essas propriedades imunoestimulantes sdo por vezes relacionadas a capacidade da
vitamina E de melhorar a “sinapse imunoldgica”, ou seja, a ligacdo e posterior ativagao,
entre linfocitos T naive e células apresentadoras de antigenos. Essa interagdo feita de

forma mais robusta esta associada a melhora da ativagdo e proliferacdo destas células
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frente a estimulos diversos tanto in vitro quanto in vivo em camundongos idosos(M ARKO
et al., 2009; MOLANO; MEYDANI, 2012).

A suplementagdo com vitamina E foi associada a uma maior resisténcia a
infec¢des virais em humanos, devido ao aumento da atividade citotoxica de linfocitos T
e células NK. Além disso, amplificou-se a atividade fagocitica de macrofagos alveolares
correspondendo assim a uma resposta Th1 (MEYDANI et al., 1997). Frente a infec¢des
virais, a suplementacdo com vitamina E em camundongos idosos foi capaz de aumentar
a producao de IL-2 e IFN-y, amplificando assim uma resposta celular relacionada a
diminui¢do da carga viral (HAN et al., 2000).

Outra propriedade interessante demonstrada por esse micronutriente ¢ sua
capacidade de diminuir a resposta inflamatoria exacerbada. Essa propriedade ¢
evidenciada, principalmente pelo vitamero gama-tocoferol, em modelos de inflamacgao e
alergia. Ele age através da reducdo do stress oxidativo, diminuic@o dos picos de citocinas
inflamatdrias e migragdo intensa de células para o foco ativo de inflamagao (CHUNG et
al., 2010; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013).

Além das propriedades citadas acima, estudos também tém demonstrado
propriedades enzimaticas e até mesmo regulacdo de fun¢des neurologicas desempenhadas
pelos vitdmeros da vitamina E (MOCCHEGIANT et al., 2014).

Devido as propriedades apresentadas pela vitamina E, sua utilizagdo como
forma de conter o processo de carcinogénese foi muito pesquisada em diversos estudos
de coorte. Um dos principais mecanismos de a¢do que possivelmente explicaria seus
efeitos protetores seria a capacidade desta substancia de proteger o DNA das células
de processos mutacionais causados pelo dano exercido pelos radicais livres
(KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010).

Porém, assim como em muitos outros estudos com padrdes alimentares e
micronutrientes, as correlagdes achadas ndo foram tdo significativas quanto esperado.
A ingestdo da vitamina E, em suas varias formas, ndo foram capazes de diminuir a
incidéncia de cancer de pulmdo ¢ mama (SLATORE et al, 2008), prostata
(FLESHNER et al., 2011; LIPPMAN et al., 2009) ou colén (GAZIANO et al., 2012).
O conjunto destes trabalhos, focados particularmente no vitamero alfa tocoferol,
parecem demostrar uma capacidade quimioprotetora limitada ou entdo especifica,
cujos parametros de efetividade ainda ndo forem bem compreendidos.

Esses dados entram em conflito com as pesquisas que desencadearam os

grandes estudos de prevengdo, cuja suplementagdo com vitamina E em diversos
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modelos, estava associada a um efeito protetor contra o cancer, particularmente as
formas gama e delta (SMOLAREK; SUH, 2011). Além disso, a vitamina E também
estava associada a um melhor prognostico em sistemas cuja integridade ja estava
comprometida pela presenga de um tumor em desenvolvimento e cujo tratamento
oncologico ja estavam curso (NECHUTA et al., 2011). Essas caracteristicas parecem
apontar para um efeito adjuvante no tratamento oncoldgico mais constante que seu
efeito quimioprotetor.

Apesar desses conflitos, a capacidade desta substancia de interferir no processo
de carcinogénese mantém-se, sendo pesquisas in vitro e in vivo as principais fontes dos
possiveis mecanismos pelos quais estas propriedades podem estar sendo
desempenhadas (YUEN; TSAO, 2021).

Um dos mecanismos mais estudados dos vitdmeros da vitamina E s3o sua acao
apoptdtica/necrotica sobre linhagens tumorais. Esses estudos foram objetos de
particular interesse na comunidade cientifica, pois demostraram baixa citotoxicidade
em células normais a0 mesmo tempo em que causavam a morte seletiva de células
cancerigenas (NEUZIL et al., 2001). Essa propriedade parece estar ligada a expressao
genética de supressores de tumor e oncogenes, entre eles Bax/Bcl-2 (REAGAN-
SHAW et al., 2008).

Outro mecanismo estudado foi a modificacdo do processamento de residuos
metabolicos e produtos da resposta imunoldgica, entre eles radicais livres, causado
pela diminuigdo da atividade da glutationa redutase em células tratadas (STANKOV
et al., 2007).

O mecanismo redox também estd diretamente relacionado a capacidade da
vitamina E de causar o acumulo de espécies reativas de oxigénio dentro de células em
divisdo, através da interferéncia direta na cadeia respiratdria das mitocondrias. Essa
propriedade leva tanto a morte direta das células tumorais, quanto a diminui¢do do
processo de angiogénese devido a morte das células endoteliais presentes no
microambiente tumoral (DONG et al., 2007).

Além desses mecanismos diretos ou estritamente relacionados ao
microambiente tumoral, a vitamina E também possui a capacidade de aumentar a
efetividade da resposta imune frente ao tumor. Este efeito ¢ decorrente da quantidade
e qualidade das células imunes recrutadas para o local de desenvolvimento tumoral.

Isso desencadeia um efeito positivo sobre o processo de imunovigilancia,
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desempenhado pelo sistema imune frente ao tumor em desenvolvimento (SHKLAR et
al., 1990).

Essa resposta imune diferenciada parece estar ligada a capacidade do
micronutriente de regular o balaco das citocinas produzidas pelas células imunolégicas
em relagdo ao tumor. Estudos tem demostrado que a suplementagdo com vitamina E €
capaz de promover uma maior producio de citocinas correlacionadas a reposta Th1l
frente a diversos tipos de tumor (HANSON et al., 2007).

Essa modificag@o provoca a ativagao de células imunolégicas mais propensas
a conter e/ou destruir o tumor em desenvolvimento. Entre as células ativadas estdo os
linfocitos T citotoxicos, células natural killers (NK) e alguns constituintes da
imunidade inata como macrofagos e neutrofilos (HANSON et al, 2007; WU;
MEYDANI, 2014).

Todos esses mecanismos sdao correlacionados a capacidade protetora ou
potencializadora da vitamina E de conter ou promover a destrui¢do de células
cancerigenas em modelos laboratoriais ou estudos em pequena escala em humanos. O
motivo pelo qual tais efeitos ndo sdo observados em experimentos em larga escala

ainda sdo largamente debatidos.

> IL-1;1L-6;1L-8;
as
» IL-12;IFN-y

Citocin:

12-LOX; COX-
2;eNOS

VEGF;TGF-B

f ; m > Bcl-2; Bel-xl

Nf-kB; STAT-
3;STAT-6

Figura 12. Mecanismos de acdo geral dos tocoferois. Figura inspirada no diagrama de
Kannappan et al., 2012 (KANNAPPAN et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de um mix de tocoferdis ricos nos vitdmeros d € Y no processo

no desenvolvimento tumoral em modelos in vitro e in vivo, com particular interesse

em possiveis efeitos adjuvantes no tratamento quimioterapico com a ciclofosfamida.

Sendo o enfoque principal nos processos de imunomodulagao e ativagao celular.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Objetivos especificos do capitulo 2

v

Avaliar o efeito da suplementagdo com tocoferdis nos parametros nutricionais e
hematolégicos de camundongos submetidos ao tumor de Ehrlich;

Verificar a influéncia do tempo de suplementacdo sobre a resposta imune
desencadeada pela suplementagdo com tocoferdis;

Quantificar a produ¢do de oxido nitrico pelas células do microambiente tumoral e
pelas células do sistema imune;

Comparar os padrdes de citocinas produzidos pelos diferentes grupos;

Analisar o perfil de ativagao das células imunes presentes no bagos dos animais.

3.2.1 Objetivos especificos do capitulo 3

v

Avaliar a influéncia do mix de tocoferdis sobre a viabilidade e capacidade
proliferativa de células Hs578T;

Analisar a capacidade dessas substincias de interferir no processo de migracgdo e
nvasao;

Caracterizar o efeito do tratamento experimental sobre as principais proteinas do
citoesqueleto, actina e tubulina;

Compreender a interagdo entre o tratamento com ciclofosfamida e a
suplementagdo com o mix de tocoferdis nos camundongos submetidos ao tumor
de Ehrlich;

Medir o efeito da suplementagdo nos parametros nutricionais e hematolégicos de
camundongos submetidos ao tratamento combinado;

Comparar os padrdes de citocinas produzidos pelos diferentes grupos;

Analisar o perfil de ativagdo das células imunes presentes no bagos dos animais.
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4. Capitulo dois

Titulo: Suplementacio com tocoferois modula células imunes em modelo de tumor
solido de Ehrlich sem apresentar atividade antineoplasica.

Resumo

A Vitamina E, em especial os tocoferdis, sdo substancias lipossoluveis com importante
papel no stress oxidativo e regulacdo da resposta imune. No contexto oncoldgico, suas
atividades ainda sdo debatidas, sendo possiveis usos feitas com cautela devido as
incertezas sobre o seu desfecho. Assim, o presente trabalho tem como objetivo estudar
os efeitos imunomoduladores de um mix de tocoferdis sobre o desenvolvimento do
tumor solido de Erlich (ET). Para isso um estudo experimental em modelo animal
utilizando camundongos swiss inoculados com ET (1x107 células / mL) no coxim
plantar direito. Os grupos experimentais (n=7grupo) foram: Grupo controle (NC);
Grupo ciclofosfamida (PC), 25 mg/kg intraperitoneal (i.p.); Grupo suplementacdo pré
e pos-tumor (CS), tratado com tocoferdis na dose de 100mg/Kg/dia, v.o. por 14 dias
antes do inoculo, e por mais 16 dias apos o inoculo; Grupo suplementagdo pos-tumor
(TS), tratados com tocoferodis na dose de 100mg/K g/dia, v.o., apos 2 dias do inoculo
do tumor, durante 15 dias. Foram analisados durante o experimento os Dados
nutricionais (peso, consumo alimentar e perda de massa corporal) e o volume do
tumor, para avalicdo do crescimento tumoral. Apos a eutandsia foram obtidos os dados
hematologicos, com quantificacdo da série vermelha e branca, a fenotipagem das
células imunes, em especial as populagdes de linfécitos, macrofagos e células NK, a
producdo de citocinas (MCP-1, IFN- vy, TNF- a, IL-6, IL12 e IL10) e Produgdo de
oxido nitrico (NO) pelas células do bago e do microambiente tumoral. Os dados
nutricionais demostraram que o grupo TS obteve a menor perda de massa corporal,
especialmente em relagdo ao grupo PC (p<0,001). O hemograma relevou que,
independentemente do tempo de tratamento, os tocoferdis foram capazes de aumentar
o numero de leucdcitos e eritrocitos (p<0,05). Em relacdo ao volume do tumor, o grupo
CS obteve o maior crescimento, divergindo dos outros grupos ja no 14° dia de
tratamento (p<0,05). A produgdo de citocinas inflamatorias, com exce¢do do TNF- a
diminuiu apenas relagao ao tratamento com ciclofosfamida (p<0,05). Apesar disso, 0s
grupos TS e CS demostraram uma tendenciaram a diminui¢do da producdo de IL-12,
IFN-y e MCP-1 e aumento de IL-10, em relacdo ao grupo NC. A produgdo de NO foi
aumentada apenas no grupo CS em relacdo ao grupo NC (p<0,05). A fenotipagem das
cé¢lulas do bago ndao demostrou alteragdes no padrdao de ativagdo das células imunes.
Os dados demostram que os efeitos proliferativos e imunoestimulantes dos tocoferdis
sdo mantidos no contexto oncoldgico, porém, esse fendmeno nao se traduziu na
conten¢ao do tumor. O maior desenvolvimento tumoral encontrado no grupo CS
parece refletir que em alguns casos a agao dos tocoferdis podem ser danosas. Esses
achados denotam que a utilizagdo dos tocoferdis como antineoplasicos ¢ limitada ou
entdo inexistente no modelo estudado. Apesar disso, a melhora nos parametros
hematologicos poderia sugerir o uso dessas substancias em pacientes com tumores
controlados por tratamentos farmacoldgicos, como quimioterapia, que tenham anemia
e leucopenia como efeitos adversos intenso

Palavras chaves: Vitamina E, imunoproliferacdo, Modulagdo imunologica;
metabolismo
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1.Introducao

O cancer é uma doenga prevalente no cenario mundial, atingindo paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (MIRANDA-FILHO et al., 2020; MUELLER,
2019). Mesmo sendo a segunda maior causa de morte no mundo, ¢ uma das doengas
mais temida pela populagdo em geral (BOBEVSKI et al., 2021; COSTA et al., 2016).
Dentre as diversas a¢des que visam prevenir ou melhor o tratamento do cancer, a
busca por uma alimentagdo que atenda este propdsito, gira em torno de nutrientes
funcionais com propriedades antineoplasicas (RAVASCO, 2019; SOLDATI et al.,
2018).

Neste contexto, o estudo sobre as vitaminas ao longo dos anos vem crescendo
com o objetivo de triar e estabelecer os melhores nutrientes para suplementagdo da
dieta com o impacto na redugdo do cancer na populacio (ABIRL; VAFA, 2020;
MOKBEL; MOKBEL, 2019; VAUGHAN-SHAW et al., 2019; YANG et al., 2020).
Vitaminas com propriedades antioxidantes sdo apontadas como boas candidatas por
controlarem as espécies reativas de oxigénio (EROS) envolvidas no processo de
iniciagdo e progressao das células tumorais (GEORGE; ABRAHAMSE, 2020;
KHURANA et al., 2018).

Muitos estudos demostram que EROS podem ter um papel fundamental no
estabelecimento e progressio de tumores malignos, através do aumento da
instabilidade genética, disrupcao da resposta imune antitumoral, ativacdo de vias de
inflamacdo e crescimento celular, promog¢do da angiogénese e estabelecimento de
resposta reguladora pro tumor (OHL; TENBROCK, 2018; REUTER et al., 2010;
SARMIENTO-SALINAS et al, 2021). Além disso, trabalhos demostram que o
controle do stress oxidativo e inflamag¢ao pode impedir ou diminuir o desenvolvimento
tumoral, tendo este controle um papel favoravel até mesmo nos tratamentos
antitumorais (HELFINGER; SCHRODER, 2018; JIANG et al., 2022; KHURANA et
al., 2018).

Dentro deste contexto, destacamos a vitamina E, uma importante substancia
lipossolivel com propriedades antioxidantes (AZZI, 2019). Parte da versatilidade
dessa vitamina encontra-se no fato da mesma se tratar, na verdade, de 8 diferentes
vitameros. Entre eles encontram-se os tocoferdis, compostos pelas formas alfa, beta,
gama e delta (JTANG, 2014). Apesar da forma alfa ser extensivamente estuda e mais

comum, 6leos vegetais ricos nas formas gama e delta, como os encontrados em nozes,
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pistache, gergelim e soja tem despertado o interesse da comunidade cientifica por suas
propriedades anti-inflamatérios ¢ imunomoduladoras (JIANG, 2014; JIANG et al.,
2022; REITER; JIANG; CHRISTEN, 2007).

Os tocoferdis, assim como todos os outros vitameros, s3o capazes neutralizar
EROS, sendo as formas gama e delta capazes de neutralizarem espécies reativas de
nitrogénio (ZHENG et al., 2020). Suas propriedades imunoldgicas se concentram na
regulagdo de citocinas inflamatorias, modulacdo de células imunes e amplificagdo da
ativagdo de linfécitos (DAS GUPTA; SUH, 2016; LEWIS; MEYDANI;, WU, 2019).
No cancer a agdo dos tocoferdis ainda ¢ paradoxal. Alguns estudos mostram efeitos
benéficos e outros que sugerem efeitos inertes ou maléficos (JIANG et al, 2022;
THOMPSON; COONEY, 2020; YANG et al., 2020).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo estudar se a
suplementa¢do com um mix de tocoferdis, tem algum tipo de desfecho positivo no
contexto oncoldgico e quais as possiveis mecanismo imunoldgicos para esse

fendmeno.

2.Matérias e métodos

2.1 Reagentes e solucdes

Os tocoferodis utilizados no experimento foram disponibilizados pela empresa
Sigma-Aldrich (EUA). A mistura oleosa contém uma propor¢ao de alfa (10.71%), beta
(1.53%), gama (64.4%) e delta tocoferol (23.36%) na concentragdo de 719 mg/g,
composi¢do que e assemelha ao encontrado em castanhas e oleaginosas (LI et al.,
2011). O enriquecimento da dieta dos animais com os tocoferois foi realizado através
da diluigdo do mix em O6leo de triglicérides de cadeia média (MCT 3 Gliceril M,
Atlhetica Clinical Series, Brasil) para potencializar sua absor¢io (MOURAO et al.,
2005).

A administrada da solucdo final foi realizada através de gavagens diarias no
volume de 100 pL correspondendo a uma dose de 100 mg/kg/dia, que demostrou
efeitos protetores contra ciclofosfamida em outro modelo (MAHABADY; VARZI,
2011).
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2.2 Animais e desenho experimental

Camundongos da linhagem Swiss (n=28), machos, com idade aproximada de
3 meses, pesando em média 46,7+3,3¢g foram utilizados neste experimento. Os animais
foram fornecidos pelo do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao. O
alojamento dos camundongos contava com temperatura entre 22 a 25°C, fotoperiodo
de 12 horas claro/escuro ¢ os animais tiveram acesso livre a racdo e agua, sendo o
consumo mensurado a cada 4 dias.

Os camundongos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais
(n=7) sendo estes: Grupo controle (NC) que recebeu por via oral (v.0.) apenas veiculo,
constituido de triglicérides de cadeia média por 15 dias; Grupo suplementagdo pos-
tumor (TS), tratado com mix de tocoferdis na dose de 100mg/Kg, v.o., apds 2 dias do
inoculo do tumor, durante 15 dias; Grupo suplementacao pré e pds-tumor (CS), tratado
com tocoferdis na dose de 100mg/Kg, v.o. por 14 dias antes do inoculo do tumor e por
mais 16 dias apds o inoculo e Grupo ciclofosfamida (PC), que recebeu doses de 25
mg/kg intraperitoneal (i.p.) apés 2 dias do inoculo do tumor por 15 dias
(MOTOYOSHI et al., 2006).

Para acompanhamento dos dados nutricionais pardmetros como demanda
alimentar, perda de peso e porcentagem de peso perdido foram utilizados. O
aproveitamento alimentar foi obtido através da média do consumo de ra¢do do dia
dividida pela média do peso do grupo (Média de consumo de ragdo/Média do peso do
grupo = aproveitamento alimentar). A perda de peso pela diferenga entre o peso inicial
versos o peso final (Peso inicial-Peso final = Perda de peso). Ja a quantificacdo em
porcentagem da massa corporal perdida foi calculada usando a seguinte formula:
(Perda de peso/Peso inicial) *100.

O tumor de Ehrlich usado neste experimento foi mantido em camundongos
swiss machos através da inoculagdo via i.p. de 2x10° células tumores. Para obtengao
das células para o experimento, animais contendo a forma ascitica do tumor foram
eutanasiados com dose letal de anestésico (cloridrato de quetamina [ceva] e cloridrato
de xilazina [ Agener unido] 300/30 mg/Kg) por via intramuscular. Apds eutanasia, uma
agulhade 18G (1,20 x 40 mm) foi introduzida no peritonio do animal contendo o tumor
e o liquido aspirado.

A ascite obtida foi centrifugada a 200g por 10 minutos a 4°C para separagao

das células. O botdo celular foi ressuspenso com PBS e as células obtidas coradas com
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azul de tripan (0.04%) e contadas em camara de Neubauer em microscopio Optico.
Apds a contagem as células foram ajustadas para a concentragio de 1x107 células/mL.
Foram administrados 50uL da suspensdo no coxim plantar da pata traseira direita dos
animais para promover a forma solida do tumor (Dagli et al., 1992).

A evolugao do crescimento tumoral foi medida através do acompanhamento do
volume da pata com o tumor de Ehrlich. Isso foi feito pela mensuracdo direta do
volume através de um pletismometro (Digital Plethysmometer Le 7500, Panlab),
sendo a medida realizada a cada a cada 3 dias (GAUTAM et al., 2009). O dado final
utilizado foi a diferenca do volume das patas (Delta), obtido pela subtracao do volume
da pata sem tumor de cada animal pelo volume obtido no 17° dia do experimento.

Para obtencdo do sangue, os animais foram submetidos a anestesia profunda
como descrito anteriormente, e a sangria realizada pelo plexo retro-orbital. O sangue
obtido foi separado em microtubos sem anticoagulante para obtencdo do soro e com
Sul de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para afericdo dos pardmetros
hematologicos.

Os tubos com anticoagulante foram incubados por 1 hora e posteriormente
centrifugacao a 900g por 10 minutos a 20°C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). O sangue
fresco foi analisado por um analisador hematolégico automatizado veterinario sysmex
poch-100iv Diff (Sysmex, USA) para obtencdo dos pardmetros hematoldgicos
conforme previamente descrito (RODRIGUES et al., 2013). As varidveis analisadas
foram: contagem de leucocitos; neutrdfilos segmentados, linfocitos, mondcitos,
eosinodfilos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas e plasma.

O bago, o linfonodo popliteo direito, fémur esquerdo e pata direita dos animais
foram retirados e analisados. O tumor retirado da pata traseira direita foi pesado em
balanca analitica (M214A1 210g x 0,0001g, BEL Engineering). O baco, macerado e
hemolisado (10 mM de Tris HCI pH 7,6, SmM de MgCl, e 10 mM de NaCl) em
ambiente estéril. As células obtidas deste processo foram centrifugadas a 200g por 10
minutos a 4°C e ressuspensos em RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB).

A viabilidade e concentragdo celular dessa mistura foi mensurada com Azul
de Tripan (0.04%). O linfonodo popliteo foi desagregado e suas células coradas com
cristal violeta (0,1%). A medula d6ssea presente no fémur esquerdo foi lavada com 1

mL de PBS gelado para remogao das células, e estas foram coradas com cristal violeta
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(0,1%). A mensuragdo da concentracdo celular de todos os 6rgaos foi realizada em
camara de Neubauer.

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo (parecer 23115.012986/2015-
63).

Inicio CS  Indculo do tumor de Ehrlich  Inicio do tratamento Eutanasia
-14 (|) ) 1|7
\
| | NC: controle negativo | Controle positivo(PC): Ciclofosfamida 25 mg/kg (1.P) |
Suplementacao pré e pos tumor Suplementacado pos tumor(TS): Tocoferois 100 mg/kg (V.0)

(CS): Tocoferois 100 mg/kg (V.0)

Figura 13. Ilustracdo do desenho experimental. Suplementagdo terapéutica e continua com mix de tocoferois
(dose 100 mg/kg) e tratamento com ciclofosfamida (25mg/kg) em modelo murino de tumor sélido de Ehrlich.
A suplementacdo do grupo terapéutico so foi iniciada

2.3 Obtencao das células do microambiente tumoral

As patas contendo o tumor solido foram processadas em fluxo laminar e
esterilizadas brevemente em alcool 70% por 1 segundo. A massa tumoral foi
desagregada em pedagos menores e seus fragmentos transferidos para um tubo conico
contendo 3 mL de meio RPMI1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 0,5 mg/mL
de colagenase tipo I (Sigma-Aldrich). Esses tubos foram submetidos a aquecimento
em banho-maria (314-3DN, Nova ética) a 37°C por 120 minutos (GRANGE et al.,
2011).

As células obtidas desse processo foram centrifugadas a 290g por 10 minutos.
O botdo celular foi ressuspenso por meio RPMI suplementado com 10% SFB
(Cultilab). A viabilidade e concentragdo das células foram obtidas pela marcagdo com
azul de tripan (0.04%) e contagem em camara de Neubauer em microscopio Optico. A

celularidade fo1 ajustada conforme a necessidade dos experimentos subsequentes.
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2.4 Cultura de células, dosagem de oxido nitrico e citocinas

As citocinas ¢ o NO produzidos pelas células foram analisadas pelo
plaqueamento na concentragdo de 2x10° células/mL de células do bago e 1x10°
células/mL de células obtidas do tumor, em 200 pL. de meio RPMI em placas de 96
pocos. Para realizar o estimulo da producdo de NO pelas células foi utilizado
lipopolissacarideos (LPS) na concentracdo de Img/mL. Essas culturas foram
incubadas por 48 horas em estufa de CO, a 5% (Thermo Scientific, USA).

Parte dos sobrenadantes foram utilizados para a mensuracdo da produgdo de
oxido nitrico (NO) através da reagdo do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e N-
(1-naftil) etilenodiaminadihidrocloridrato a 0,1% em acido fosférico a 2,5%) que
oxida o NO em nitrito. Esse produto ¢ passivel de ser quantificado por modificagdes
colorimétricas por espectrofotometria. Em uma microplaca de 96 pocos foram
adicionados 50 puL das amostras e posteriormente 50 pL. do reagente de Griess.

Para a quantificacdo em micromolar (uM) de nitrito, uma curva padrao foi
produzida utilizando nitrito de s6dio nas concentragdes de 5, 10, 30 ¢ 60 uM. Estas
concentragdes serviram como base para a produgdo de uma curva de calibragdo que
permitiu inferir a quantidade de NO produzido através da conversdo da absorbancia de
cada pogo. Apos 10 minutos de incubagao ao abrigo da luz os pogos foram lidos em
um espectrofotometro (Spectramax Plus 384, Molecular Devices) no comprimento de
onda de 540 nm (MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001).

O restante dos sobrenadantes das culturas foi utilizada para mensuragdo das
citocinas através de citometria de fluxo, com o uso do CBA mouse inflammation
Cytokine Kit (BD Cytometric Bead Array, San Jose, CA, USA) conforme as
recomendacdes do fabricante. Neste kit sdo analisadas as seguintes substancias:
Proteina Quimiotatica de Monocitos 1 (MCP-1), Interferon gama (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 12p70 (IL-12) e
interleucina 10 (IL-10).

De forma resumida, foi utilizado 25 pul da solugdo de beads foram plaqueadas
em uma placa de 96 pogos juntamente com 25 pl das amostras e 25 pl do anticorpo de
detec¢do conjugado com ficoeritrina (PE). A reag¢do foi encubada em temperatura
ambiente 2 horas. Apds este tempo os pogos foram lavados com wash buffer e as beads
ressuspendidas no mesmo tampao. A leitura das amostras foi feita no FACSCalibu

(BD, USA). Todos os dados obtidos foram quantificados no software FCAP ARRAY



49

Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores foram expressos
em pg/mL para cada citocina. A razao entre IL-12 e IFN-y foi feita através da divisdo
dos valores obtidos de cada citocina individualmente por camundongo de forma

pareada.

2.5 Fenotipagem

Para a realizacdo da imunofenotipagem das diferentes populagdes celulares de
interesse foram plaqueadas em placas de 96 pogos de fundo U 1x10° células do bago.
Estas foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas por 5 min, a 200g e 4°C. As células
foram marcadas com anticorpos especificos para os marcadores de interesse na
propor¢do de 1 uL de anticorpo para 1x10° células em 100 pL de tampdo de citometria
(PBS suplementado com 0,5% de soro albumina bovina e 0,02% de azida sddica).

A placa foi incubada por 20 min a 4°C ao abrigo da luz. As células foram
lavadas 2 vezes (5 min, 200g, 4°C) com 200 pL de tampdo para citometria e
ressuspensas em 200uL de tampao para citometria ¢ analisadas no citdmetro Guava
easyCyte HT system (Merck, Alemanha). Como estratégia de analise, as populagdes
principais forma incialmente descriminadas por parametros de tamanho (FSC) e
complexidade (SSC) seguidas da delimitacdo das populagdes alvo pela utilizagdo de
um marcador populacional comum, como CD3 para linfocitos e CD14 para
macrofagos.

Posteriormente, subpopulagdes de linfocitos T helpers (CD3, CD4), linfocitos
T helpers ativados (CD3, CD4, CD28), linfocitos T citotoxicos (CD3, CDS), linfocitos
T citotoxicos ativados (CD3, CDS8, CD28), macrofagos (CD14), macrofagos ativados
(CD14, CD86) e células assassinas naturais ativadas (NK1.1, CD86) foram analisadas.

2.6 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi acessada através do teste de Shapiro-Wilk e
posteriormente, dependendo do resultado obtido, através do emprego da analise de
variancia (ANOVA) one-way seguida do Teste Tukey- Kramer ou Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunns ¢ o Two-way ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni. Em todas as analises foram consideradas como significante p< 0,05. Para

otimizacdo dos resultados o teste de Grubbs foi utilizado para detectar valores com
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potencial de perturbar a normalidade e distribuicdo dos dados. Os resultados

encontrados foram reportados através da média + desvio padrao.

3.Resultados

3.1 A suplementacido com o mix de tocoferdis de forma terapéutica é capaz de
melhorar os parametros nutricionais em camundongos com tumor solido de Erlich
O grupo TS apresentou o maior peso ao final do experimento (48,8+2,2 g),
sendo este estatisticamente diferente do grupo PC (44,33+1,633 g), como demostrado
na figura 14. O consumo de ragdo (217,7433,5 g) e aproveitamento alimentar (4,5+0,6

g) também foi estatisticamente mais elevado nesse grupo (Figura 14.A e B).
O grupo tratado com quimioterapico (PC) apresentou o menor peso (44,3+1,6
g) e a maior perda de massa corporal (-8,387+3,214 g), enquanto que o grupo TS

apresentou um ganho de massa (2,243,0 g).
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Figura 14. A suplementagdao com o mix de tocoferois de forma terapéutica ¢ capaz de
melhorar os parametros nutricionais em camundongos com tumor solido de Erlich. Os
graficos sdo representagdes do consumo de ragao (A), ingestao de alimento (B)peso dos
animais ao final do experimento (C) e perda de massa corporal ocorrida durante o
tratamento em porcentagem (D). A mensuragdo dos parametros analisados foi feita de 4
em 4 dias, sendo os dados representados como média = desvio padrao (N°=7). Para a
comparacao dos grupos foi utilizado o one-way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey-
Kramer (distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis test, seguido do pods-teste de Dunn’s
(distribuicao fora da normalidade), sendo considerado um valor significativo de p<0.05.*
quando p<0.05, ** p<0.01,*** p<0.0.001 e **** 0 p<0.0001. A linha tracejada representa
a média referente ao grupo controle negativo (NC). Quando o * ndo estiver associado a
uma barra sua comparacao se refere ao grupo NC. Grupo controle (NC); Grupo
ciclofosfamida (PC); Grupo suplementacao pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pré
e pos-tumor (CS).
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3.2 A suplementacio com tocoferéis melhora os parimetros hematolégicos de forma
independentemente do tempo

A utilizagdo do mix de tocofer6is nos grupos TS e TC foi capaz de aumentar
os elementos figurados no sangue de camundongos com tumor solido de Erlich (Tabela
1). Esse aumento ocorre tanto em relagcdo ao grupo NC, quanto em relagdo ao grupo
PC. Apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica, ¢ possivel observar uma
tendéncia de valores mais elevados no grupo TS.

No grupo TS pode-se destacar o aumento de leucdcitos (5383,3+1595,5
c¢lulas/mm?), linfécitos (3399,1+£921,9 células/mm?) e eritrocitos (10,140,3 milhdes
/mm?®). Como esperado, o grupo tratado com ciclofosfamida, um potente
quimioterdpico, demostrou, em geral, os menores valores de elementos figurados, com

excecdo do numero de plaquetas (2556,0+614,2 células/mm?).

Tabela 1. Modificacdes causadas pela suplementacao com o mix de tocoferdis no padrao
hematologico de camundongos com tumor solido de Erlich.

Parametros NC PC TS CS Unidade
Leucdcitos 1671,4+1286,7  685,7+348,4  5383,3+1595,5%*  4171,4+1081,3*>  (Célula/mm?)
Neutrofilos segmentados 517,0+£469,8 225,8+135,2 1738,5+715,5% 1246,14419,4° (Célula/mm3)
Linfécitos 1077,5+£833,2 434,5+£206,3 3399,1+£921,9% 2889,8+702,3%® (Célula/mm?3)
Monocitos 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 (Célula/mm?3)
Eosinéfilos 76,8+60,9 25,2+16,4 245,6+144,8%° 210,2+111,5% (Célula/mm?3)
Eritrocitos 8,157+1,913 7,5+0,3 10,1+0,3% 10,040,420 Milhdes/mm?
Hemoglobina 10.6+2,3 9,6+0,4 13,3+0,32 12,840,6 g/dL
Hematocrito 40,1£9,0 36,1+1,3 49 7+1,6% 48,842,1° %
Plaquetas 702,7+721,8 2556,0+£614,2° 1914,2+194,8* 1766,7+218,7% Célula/mm?
Proteinas do plasma 5,1£0,1 5,0£0,1 5,3+0,3 5,2+0,1 g/L

Nota: Os dados estdo representados como média = desvio padrdo (n=7). Para a
comparacao dos grupos foi utilizado o one-way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey-
Kramer (distribuicao normal) ou Kruskal-Wallis test, seguido do pos-teste de Dunn’s
(distribuicao fora da normalidade), sendo considerado um valor significativo de p<0.05.
O simbolo a foi usado quando houver diferenga estatistica em relagdo ao grupo NC, b
em relacdo a PC, ¢ em relacao a TS e d em relagdo a CS. Grupo controle (NC); Grupo
ciclofosfamida (PC); Grupo suplementacao p6és-tumor (TS) e Grupo suplementacdo pré
e pos-tumor (CS).
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3.3 A suplementacio com o mix de tocoferdis pré e pos-tumoral favorece o
desenvolvimento do tumor

O peso da pata com tumor (0,6+0,1 g) e o nimero de células obtidas do
microambiente tumoral (162,3+£88,7 x 10* células) foram maiores no grupo CS, como
pode ser visto na Figura 15 (A e B). O grupo PC apresentou o menor nimero de células
presentes no tumor (18,1+17,9 x 10* células).

A evolugdo do volume da pata ao longo do tempo demostrou que o grupo CS
comegou a divergir dos outros ainda no 14° dia (Figura 15. C). Os fatores tempo
(45,51%, <0,0001), tratamento (7,52%, p=0,0012) e a interag¢@o entre as duas variaveis
(24,62, p<0,0001) foram responsaveis pela variacdo observada. O grupo com menor

volume foi o CP (0,2+0,02 mL).
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Figura 15. A suplementagdo com o mix de tocoferdis de forma continuada acelera o
desenvolvimento do tumor solido de Erlich. Os graficos sdo representacdes do peso da
pata contendo o tumor (A) nimero de celulas contidas na pata apos a digestdo enzimatica
(B) ¢ aumento do volume da pata inoculada com o tumor ao longo do tempo (C). A
mensuragdo dos parametros analisados foi feita de 4 em 4 dias, utilizando uma balanca
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(a), contador hematologico (b) ou Pletismometro (c), sendo os dados representados como
média £ desvio padrao (n=7). Para a comparacdo dos grupos foi utilizado o one-way
ANOVA seguido do pos-teste de Tukey- Kramer (distribuicao normal) ou Kruskal-Wallis
test, seguido do pos-teste de Dunn’s (distribuicdo fora da normalidade), sendo
considerado um valor significativo de p<0.05.* quando p<0.05, ** p<0.01,*** p<0.0.001
e **** o p<0.0001. A linha tracejada representa a média referente ao grupo controle
negativo (NC). Quando o * ndo estiver associado a uma barra sua comparagao se refere
ao grupo NC. O simbolo a foi usado quando houver diferenga estatistica em relacdo ao
grupo NC, b em relagdo a PC, ¢ em relagdo a TS e d em relagdo a CS. Grupo controle
(NC); Grupo ciclofosfamida (PC); Grupo suplementagdo pos-tumor (TS) e Grupo
suplementacdo pre ¢ pos-tumor (CS).

3.4 A suplementacio com o mix de tocoferdis tende a modificar o perfil de citocinas
no microambiente tumoral

A producdo de citocinas no microambiente tumoral foi influenciada pelo uso
da ciclofosfamida, em particular na produ¢do de IL-12 (106,7+£95,6 vs 427,3+148,7
pg/mL) e IFN-y (58,13£80,7 vs 1005,0+363,9 pg/mL) quando comparada com o grupo
NC (Tabela 2). Apesar dos grupos tratados com tocoferdis ndo terem demostrado
diferenga estatistica (p>0,05) ¢ possivel notar uma tendéncia no seu padrao.

Na maioria dos casos as duas posologias seguem o mesmo padrao de tendéncia
da ciclofosfamida, diminuindo (IL-12, IFN- y, MCP-1) ou aumentando (IL-10), as
citocinas em relacdo ao controle. Porém, € notavel que no caso das citocinas MCP-1 e
IL-10 o tratamento pré e pos-tumor (CS) ndo foi capaz de exercer grande influéncia
sobre sua producdo, permanecendo muito proximo dos niveis achados no grupo NC

(7,3 vs 7,2 ¢ 0,0 vs 0,8 pg/mL, respectivamente).

Tabela 2. Padrao de citocinas produzidas pelo microambiente tumoral

Grupo IL-12 IFN-y MCP-1 TNF-o IL-10 IL-12/IFN-y Unidade

NC  427,3+148,7 1005,0+£363,9 12,4+12,2 3,1#4,5 3,0+4.4 0,4+0,0 pg/mL

PC 106,7+£95,6*  58,13+80,7*  0,0+£0,0  25,7+£38,1 35,8449.4 0,4+0,6 pg/mL
TS  401,84435,4 788,1+549,6  6,0£8,0  6,6+14,8 64,5+84.5 0,4+0,2 pg/mL

CS  264,3+154,1 12,7428,5 7,6£4,3  12,7+£28,5 39,2+£58,6 0,3+0,1 pg/mL
Nota: Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 5). ANOVA de uma via foi usada para
comparar os grupos, seguida do pos-teste de Tukey-Kramer (distribuicao normal) ou do teste
de Kruskal-Wallis, seguido do poés-teste de Dunn (distribui¢do ndo normal), onde foi
considerado um valor significativo de p<0,05. O simbolo a foi usado quando houver
diferenca estatistica em relacdo ao grupo NC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida
(PC); Grupo suplementagdo pds-tumor (TS) e Grupo suplementagao pré e pds-tumor (CS).
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3.5 A suplementagio com o mix de tocoferois de forma pré e pés-tumor aumenta a
celularidade dos orgaos linfoides e a producio de NO pelos esplendcitos
A suplementacdo com o mix de tocoferdis exerce um efeito proliferativo nos
orgdos linfoides, sendo esse efeito, em geral, mais notorio no grupo CS (Figura 16. A,
B, C e F). De forma contraria, o grupo PC possui os niveis mais baixos de celularidade
em todos os 6rgdos. O efeito proliferativo encontrado no grupo CS também se fez
presente nas células do microambiente tumoral, sendo o maior valor encontrado,
inclusive quando comparado com o grupo NC (137,7+67,1 vs 162,3+88,7 x 10*
células).
A producdo de NO pelos esplenocitos (Figura 16.D) demostrou que o grupo
CS possui uma maior capacidade de sintese espontanea e estimulada, quando
comparado com o grupo NC (p= 0,0043). Apesar disso, o estimulo com LPS (segunda
barra) ndo foi capaz de aumentar essa producdo de forma relevante (33,4+13,5 vs
22,8422,2 uM). A producdo de NO pelas células do microambiente tumoral nao

demostram diferenca entre si, aos tratamentos ou aos estimulos (Figura 16. F).
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Figura 16. A suplementagdo com o mix de tocoferdis no grupo CS aumenta a quantidade
de células presentes nos 6rgaos linfoides assim como a producdo de oxido nitrico
produzido pelos esplendcitos. Os graficos sdao representacdes do numero de células da
medula (A), linfonodo popliteo (B), bago (C), producao de oxido nitrico (NO) pelas
células do baco estimuladas ou ndo com LPS (D), células da pata com tumor (E) e
produgdo de NO pelas células presentes no microambiente tumoral estimuladas ou ndo
com LPS (F). Para a compara¢do dos grupos (A, B, C e E) foi utilizado o one-way
ANOV A seguido do pds-teste de Tukey- Kramer (distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis
test, seguido do pds-teste de Dunn’s (distribuicao fora da normalidade). Para comparagdo
da producao de NO foi utilizado o two-way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey. Em
todos os casos foi considerado um valor significativo de p<0.05. * quando p=<0.05, **
p<0.01,*** p<0.0.001 e **** 0 p<0.0001. A linha tracejada representa a média referente
ao grupo controle negativo (NC). Quando o * ndo estiver associado a uma barra sua
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comparacao se refere ao grupo NC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC);
Grupo suplementacao pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pré e pos-tumor (CS).

3.6 O padriao de ativaciio das células imunoldégicas no baco de animais com tumor
solido de Erlich nao é alterado pelo uso do mix de tocoferdis

A utilizacdo do mix de tocoferdis ndo alterou o padrao de ativacdo das células
da imunidade adaptativa (Figura 17. A, B, C e D) ou inata (Figura 17. E, F, Ge H). A
utiliza¢do da ciclofosfamida foi capaz de aumentar a quantidade de linfocitos (CD3+)
em relagdo ao grupo NC (50,3+£10,5 vs 65,349,4 %, dados ndo mostrados).

Além disso, no grupo do quimioterapico também ¢ possivel observar um
aumento de linfocitos citotdoxicos (CD3+CD8+) e macrofagos (CD14+) em relacdo aos
grupos tratados com os tocoferdis. Apesar desse aumento, ¢ importante notar que a
maior parte dessas células, tanto da imunidade inata (Figura 17. F e H) quanto
adaptativa (Figura 17. B e D) encontram-se negativas para os marcadores de ativagao
utilizados (CD28 e CD69). Essa auséncia nos permite induzir que essas células tem

pouco ou nenhum papel relevante no processo de eliminagdo do tumor.
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Figura 17. A suplementag¢do com o mix de tocoferdis ndo altera de forma significativa o
padrao de ativagao das células do bago de camundongos com tumor solido de Erlich. Os
graficos sdo representacdes da frequéncias (%) de marcadores em populagdes de
linfocitos auxiliares (A), linfocitos auxiliares ativados (B), linfocitos citotoxicos (C),
linfécitos citotdxicos ativados (D), células assassinas naturais (E), células assassinas
naturais ativadas (F), macrofagos (G) e macrofagos ativados (H). Os dados sdo
representados como média + desvio padrao (n = 7). Para a comparagdo dos grupos foi
utilizado o one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey- Kramer (distribuicao
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normal) ou Kruskal-Wallis test, seguido do pods-teste de Dunn’s (distribuigdo fora da
normalidade), sendo considerado um valor significativo de p<0.05..* quando p<0.05, **
p<0.01,*** p<0.0.001 e **** o p<0.0001. A linha tracejada representa a média referente
ao grupo controle negativo (NC). Quando o * ndo estiver associado a uma barra sua
comparacao se refere ao grupo NC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC);
Grupo suplementacao pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pré e pos-tumor (CS).

4.Discussao

Nosso trabalho teve como objetivo entender como a suplementagdo com um
mix de tocoferdis rico nos vitdimeros gama e delta afetaria os parametros nutricionais
e imunoldégicos de organismos portadores de um tumor agressivo. Para isso, foi
utilizado o modelo do tumor solido de Erlich (FERNANDES et al, 2015;
FRAJACOMO et al., 2016).

A suplementacdo com o mix de tocoferdis pos inoculagdo do tumor, mas nao
antes, foi capaz de aumentar a ingestdo de alimento e a capacidade de aproveitamento
do alimento ingerido. Esses fatores parecem ter contribuido para a manutencao do peso
final e para menor perda de massa corporal no grupo TS. Esse fendmeno ¢ vantajoso
na medida em que um dos principais sintomas do avango do crescimento tumoral é a
ocorréncia da caquexia (BARAJAS GALINDO et al., 2017).

Em um modelo de caquexia oncoldgica em ratos cuja dieta foi enriquecida com
antioxidantes, entre eles vitamina E, a dieta foi capaz de proteger os animais da
anorexia e manter o aproveitamento alimentar, sem alterar o peso final. Esse fendmeno
foi atribuido a menor producdo de IL-1 e peroxido de hidrogénio no sangue
(MOLFINO et al., 2013). Em humanos com céncer grave, a suplementa¢do com
vitamina E e 6mega 3 foi capaz de restabelecer a imunidade (razdo entre linfocitos
auxiliares e reguladores) e aumentar o tempo de vida dos pacientes, sem
necessariamente modificar a producdo de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF) no sangue
(GOGOS et al., 1998).

Outro estudo em humanos com caquexia associado ao cancer com uma dieta
rica em antioxidantes (entre eles vitamina E) mostrou resultados semelhantes, porém,
com uma diminuigao significativa de IL-6 e TNF-a, assim como ROS (MANTOV ANI
et al., 2004). Dessa forma especula-se que a melhora nos parametros nutricionais esteja
relacionada ao controle do processo inflamatorio nos camundongos tratados com os

tocoferois.
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No grupo tratado com ciclofosfamida ocorre um agravamento da caquexia, no
qual mesmo com o consumo de alimento, esse parece nao ser processado de forma
correta. As disfungdes metabdlicas no processamento da glicose pelas células
tumorais, o processo inflamatorio intenso e o estresse oxidativo nas células musculares
sdo muitas vezes elencados como os principais proponentes neste processo (DA
FONSECA et al., 2020).

Somado a esses fatores o tratamento quimioterapico pode levar a disrupg¢ao das
células e tecidos do trato gastrointestinal, levando ou piorando a mé absorcdo de
nutrientes (ANDREYEV et al., 2014; WANG; GEIER; HOWARTH, 2016). O
surgimento ou agravamento da caquexia pode ser um fator limitante para o
prosseguimento da terapia oncologica, sendo este um indicativo de progndstico
desfavoravel (BARAJAS GALINDO et al., 2017; DEVITA; CHU, 2008; JIMENEZ
etal., 2011).

O efeito dos tocofer6is também foi notoério no aumento da quantidade de
células presentes tanto no sangue quanto nos 6rgaos linfoides como medula, linfonodo
e bago. O uso da vitamina E como um agente amplificador da resposta imune em
animais ¢ bem descrito. Entre os principais mecanismos relacionados a essa agao estao
a sua capacidade antioxidante, controle de citocinas inflamatorias, como IL-1, e
aumento da contagem total de linfocitos através da producdo de IL-2 (PATIL;
GENDLEY; PATIL, 2021).

Experimentos in vitro com linfocitos humanos demostram que a vitamina E
protege os linfocitos de danos genotoxicos causados pela cisplatina (AL-EITAN et al.,
2019). Além disso, estudos em camundongos tratados com ciclofosfamida apontam a
capacidade da vitamina E de proteger a medula ¢ssea de aberragdes cromossomicas,
os eritrocitos de danos e aumentar a divisdo de células progenitoras hematopoiéticas
(CHOUDHURY; JAGDALE, 2002).

Em outro modelo, o uso da vitamina E permite o aumento de unidades
formadoras de precursores eritroides e acelerar a eritropoiese (FITCH; DRAKE, 1980;
JILANI; IQBA, 2011). O mecanismo proposto para esse efeito € a agdo estimulante
deste composto e capacidade de proteger as células vermelhas de danos oxidativos
e/ou outras injurias decorrentes do processo inflamatorio (GALLO, 2021; JILANI;
IQBA, 2011).

Esses achados sugerem que o uso de tocoferdis possa ser vantajoso em

pacientes oncologicos que sofram de distirbios hematoldgicos, como a anemia
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multifatorial, talvez diminuindo ou até mesmo tornam desnecessario o uso de
transfusdes de sangue ou uso de eritropoetina (DEBELJAK; SOLAR; SYTKOWSKI,
2014; DICATO; PLAWNY, 2010).

Embora o efeito protetor e/ou estimulador da vitamina E sobre a série vermelha
seja benéfico no quadro oncolégico, a leucocitose observada deve ser tratada com
cautela (QIU et al., 2010). Muitas vezes o excesso de leucocitos no sangue estd
associado a um progndstico desfavoravel (MABUCHI et al, 2011;
MOGHADAMYEGHANEH et al., 2015).

O aumento de leucdcitos pode ser um possivel indicador da subversdo da
resposta imune pelo tumor. Muitas das células imunoldgicas encontradas nesse
contexto estdo desativadas ou apresentam comportamento bioldgico favoravel ao
crescimento tumoral (WILCOX, 2010).

Sendo assim, as células presentes no microambiente tumoral foram cultivadas
e o seu perfil de citocinas analisado no intuito de identificar a possivel resposta
imunologica desencadeada pelos tocoferdis. Notoriamente o tratamento
quimioterapico diminuiu a produgdo de IL-12 e IFN-y quando comparado com o grupo
NC. Além disso uma pequena producao de IL-10 também pode ser notada, embora
sem diferenca estatistica.

A suplementacdo com os tocoferdis ndo foi capaz de diminuir de forma
significativa a producdo das citocinas pro-inflamatorias quando comprado com o
grupo NC. Porém, ¢ possivel notar que nos grupos tratados, especialmente no grupo
TS, que existe uma tendéncia na diminuig¢do de IL-12, IFN-y e MCP-1 e um aumento
de IL-10. Notoriamente, no grupo CS, a produgdo de IL-10 ¢ quase nula.

Especula-se que esse padrao de citocinas possa esta vinculado as propriedades
imunomoduladoras dos tocofer6is. Nesse contexto poderia ocorrer a ativagdo de
leucocitos pela forma alfa e a menor producdo de citocinas inflamatdrias,
particularmente as ligadas a resposta Th2, pelas forma game e delta (ABRAHAM et
al., 2019; JIANG et al., 2022).

Para que a ativagao da resposta Thl ndo seja danosa ao organismo a produgao
de citocinas e outros mecanismos reguladores deve ocorrer. A IL-10 é uma das mais
potentes reguladoras da reposta inflamatéria, tendo papel imunossupressor
principalmente sobre linfocitos Thl e macrofagos, impedindo sua ativagao e produgdo

de moléculas ativas (SABAT, 2010). No contexto do cancer, a presenga de IL-10, em
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linhas gerais ¢ associado a um prognostico desfavoravel devido ao seu efeito sobre o
padrdo Th1l (STANILOV etal., 2010; ZHAO et al., 2015).

Apesar disso, a IL-10 é produzida pelas proprias células Thl como uma forma
de autorregulacdo, impedindo eventos autoimunes e imunopatologias associados a
produgdo excessiva de citocinas como [FN-y e IL-12 (COPE et al., 2011). No contexto
do cancer a auséncia de IL-10 bloqueia processos fundamentais da vigilancia
imunologica, impedindo a resposta efetiva contra o tumor (MUMM et al., 2011).

Dessa forma o padrao de citocinas encontrados no grupo NC parecem denotar
uma resposta imune descontrolada, devido aos altos niveis de IL-12, I[FN-y e MCP-1
além da quase auséncia de IL-10. Sendo isso favoravel ao tumor de Erlich, uma vez
que seu crescimento e dependente da inflamacdo (FERNANDES et al., 2015).

O processo inflamatério pode ter contribuido para o crescimento tumoral
observado no grupo CS. Nele a produ¢do de IL-10 ndo ocorreu como no grupo TS.
Essa auséncia da citocina reguladora parece estd diretamente ligado a producdo
espontanea de NO neste grupo, uma importante molécula da resposta inflamatoria
(TRIPATHI et al., 2007).

Sabe-se que em tumores s6lidos o microambiente tumoral pode produzir niveis
significativos de NO, cujo efeito a longo prazo ¢ o aumento da vascularidade. Isso
propicia um aumento de nutrientes para o tumor além de diminuir a efetividade do
sistema imune em destruir as células tumorais (DOI et al., 1996; MAEDA et al., 2003;
MIJATOVIC et al., 2020).

A incapacidade das células de produzirem mais NO quando estimuladas € a
nao producdo desta molécula pelas células do microambiente tumoral parecem denotar
um processo de exaustdo imunoldgica. Esse padrdo assemelha-se ao encontrado em
células senescentes (PAWELEC et al., 2020). Mesmo ocorrendo uma producao
substancial de citocinas inflamatorias nesses grupos, o padrao de resposta parece ter
sido perdido, levando a uma ativagdo ndo resolutiva, semelhante a encontrada em
processos cronicos (PHILIP; SCHIETINGER, 2019).

Essa resposta imune desregulada parece repercutir na ativagao das células
imunes presentes no baco destes animais, que ndo foram marcadamente diferentes.
Esse fendmeno talvez seja uma indicacdo que as propriedades imunoestimulantes e
proliferativas dos tocoferdis ndo foram capazes de alterar, com a intensidade
necessaria, os efeitos moduladores causados pelo desenvolvimento do tumor

(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).
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No grupo CP, podemos notar uma modificacdo tanto das citocinas, quanto da
resposta celular. Sendo esta ultima denotada pelo maior percentual de células CD3,
CD8 e CD14. Isso pode ter ocorrido devido a capacidade da ciclofosfamida de eliminar
as células tumorais e de desconstruir a resposta imune enviesada pelo tumor através
da eliminagdo de células imunes (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009; WADA et al.,
2009).

O aumento de TNF-a e IL-10 no grupo PC parecem ser indicadores desse
processo. Apesar disso, a falta de moléculas de ativagdo em todas essas populacdes
celulares parece denotar uma reposta pds tumor pouco efetiva ou a destrui¢do de uma
memoria imunoldgica.

De forma geral a suplementagdo com os tocoferois pos o estabelecimento do
tumor teve um efeito positivo nos indices hematologicos e padrdes nutricionais. Esses
efeitos poderiam contornar dois dos sintomas do cancer; a anemia e a
anorexia/caquexia. Apesar disso, a suplementa¢do ndo foi capaz de mudar de forma
consistente o padrao de citocinas e a ativacdo celular nos grupos tratados.

Especula-se que um maior nimero amostral permitiria um melhor
entendimento do padrdo imunolédgico ou sua confirmacgdo estatistica, uma vez que a
varia¢do na producdo de citocinas foi alta. Além disso, o estudo do padrado de resposta
no microambiente tumoral talvez permitisse uma melhor compressdo da resposta

celular desencadeada pelos tratamentos.

5.Conclusao

A partir desses dados € possivel concluir que, apesar dos efeitos sobre as células
imunes e os padrdes de citocinas produzidos pelo tumor, os tocoferdis ndo foram
capazes de modificar o padrdo imunoldégico desencadeado pelo desenvolvimento
tumoral ou o seu crescimento. Isso denota que a utilizagdo dessas substancias como
antineoplasicos ¢ limitada ou entdo inexistente no modelo estudado.

Apesar disso, a suplementagdo terapéutica foi capaz de melhorar pardmetros
nutricionais e hematoldogicos, tendo talvez uma possivel utilizagdo em pacientes com
tumores controlados por tratamentos farmacolégicos, como quimioterapia, que tenham

anemia e leucopenia como efeitos adversos intenso.
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5. Capitulo trés

Titulo: Suplementacido adjuvante de tocoferois na quimioterapia da ciclofosfamida
induz a imunomodulaciao Thil

Resumo

Apesar do cancer ser uma das doengas mais prevalentes e com grande mortalidade
associada na populagdo humana, os tratamentos oncoldgicos ainda possuem uma
efetividade baixa. Além disso, os efeitos colaterais de sua aplicacdo podem ser um
obstaculo a continuagdo do tratamento antitumoral. Desta forma este estudo teve como
objetivo analisar os efeitos da suplementacdo de tocoferdis na quimioterapia com
ciclofosfamida. Para isso, foi realizado ensaios in vitro de viabilidade celular, teste de
formacdo de colonias e a migracdo celular, e in vivo em modelo animal com
camundongos Swiss, induzidos ao tumor solido de Erlich. Os grupos experimentais
(n=7/grupo) foram: Grupo controle (NC), que recebeu por via oral (v.0.) o veiculo de
triglicérides de cadeia média por 15 dias; Grupo ciclofosfamida (PC), que recebeu a
dose de 25 mg/kg intraperitoneal (i.p.) apds 2 dias do inoculo do tumor por 15 dias;
Grupo suplementado com tocoferdis e tratado ciclofosfamida (TSC), recebeu o mix
de tocoferdis (100mg/Kg, v.o.) e tratado ciclofosfamida ( 25 mg/kg, ip.) ambos
administrados ap6s 2 dias do inoculo do tumor, durante 15 dias; e Grupo suplementado
sem quimioterapico (TS), tratado com mix de tocoferdis na dose de 100mg/Kg, v.o.,
apos 2 dias do inoculo do tumor, durante 15 dias. Os parametros analisados ao longo
e ao fim do experimento foram: Dados nutricionais (peso, consumo alimentar e perda
de massa corporal); volume do tumor, para avali¢do do crescimento tumoral; dados
hematolégicos (quantificacdo da série vermelha e branca); fenotipagem das células
imunes para populagdes de linfocitos, macrofagos e células NK e produgdo de
citocinas ( MCP-1, IFN-y, TNF- a, IL-6, IL12 ¢ IL10). No ensaio in vitro com células
tumorais o tratamento com os tocoferdis ndo afetou a viabilidade, proliferacdo e
migragdo. Entretanto, houve pequena redu¢do da capacidade de invasdo e a
caracterizacdo do citoesqueleto, sugerindo uma interag¢do com componentes da
membrana, em particular a actina e a tubulina. No ensaio in vivo, o tratamento com
ciclofosfamida isolada (CP) levou a caquexia, reducdo dos pardmetros hematologicos
e aumento sistémico da IL-6. Todos esses efeitos adversos da quimioterapia sao
parcialmente revertidos pela suplementacdo adjuvante com tocoferois. Além disso, os
grupos PC e TSC ndo divergiram em relacdo a controle do crescimento tumoral
(0,2086 + 0,0234 mL vs 0,2129 + 0,03861 mL), sugerindo que o uso adjuvante dos
tocoferdis ndo interfere na agdo do quimioterapico. Por outro lado, o padrdo de
resposta imune apresentado pelo grupo TSC € tinico, demonstrando uma melhora
significativa na ativagdo de linfocitos citotoxicos (CD3; CDS8; CD69), macréfagos
(CD14; CD69) e células natural killer (NK 1.1; CD86) no bago dos animais, quando
comparado aos outros grupos. Essa resposta parece ser parcialmente explicada pelo
balango de citocinas no microambiente tumoral, entre elas IL-12, IFN-y e IL-10. Esses
achados sugerem que os efeitos diretos dos tocoferois nas células cancerigenas sao
pequenos, mas quando no contexto organico, sua presen¢a dos tocoferdis pode
modular a reiniciagdo imunologica causada pela ciclofosfamida induzindo uma
resposta Thl, sendo favoravel ao hospedeiro e proporcionando menos resisténcia do
tumor a quimioterapia.

Palavras-chave: Tumor de Erlich; Vitamina E; Qualidade de vida; Imunoedicao
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1.Introducao

Cancer ¢ um padrao biologico determinado por uma variedade de processos
complexos e interativos. Apesar dessa grande diversidade, as diferentes patologias que
resultam no seu desencadeamento estdo relacionadas ao descontrole do ciclo celular
(WHO, 2021). Essa heterogeneidade ¢ responsavel pela grande incidéncia e
mortalidade relacionada a esse processo bioldgico, cujos nimeros chegaram a 19
milhdes e 10 milhdes, respectivamente, em 2020 (IARC, 2020).

Para lidar com um processo tdo dinamico e variavel, os tratamentos para o
cancer também precisam ser igualmente diversos. Em tumores agressivos, processos
cirurgicos para remocao das células malignas se faz necessario juntamente com uso de
quimioterdpicos para garantir a eliminacdo de possiveis remanentes celulares
(MORGAN; FULLERTON; BEDI, 2021). Apesar do grande avanco na 4area
oncoldgica, a maioria dos agentes antineopldsicos ainda apresentam efeitos adversos
importantes, como por exemplo anorexia e leucopenia (DICKENS; AHMED, 2018).
Dessa forma, terapias que possa reduzir estes efeitos parecem ter uso promissor na
incorporagdo aos tratamentos atuais (HU; LI, 2020; LIN et al., 2020; SERNA-
THOME et al., 2018).

Um dos maiores exemplos de quimioterapico ja produzidos ¢ a ciclofosfamida,
um agente nitrogénico do grupo das oxazoforinas (POVIRK; SHUKER, 1994). Sua
sintese quimica se deu com a substitui¢ao do anel oxazafosforina pelo grupo metil da
mostrada de nitrogénio com o objetivo de se criar uma pro-droga com propriedades
alquilantes (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010). Por se tratar de um
agente alquilante, os metabolitos da ciclofosfamida causam liga¢des entre as fitas do
DNA impedindo sua dinamica de fechamento e abertura, o que culmina com a parada
do ciclo celular, e em apoptose (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009).

Apesar do seu largo uso, prego acessivel e relativa seletividade, o uso da
ciclofosfamida apresenta um série de efeitos colaterais, incluindo nausea profunda,
supressao medular seguida de ressurgimento de infec¢des latentes (DROZ et al., 2013)
e cistite hemorragica causada pelo acumulo de acroleina, um subproduto do
metabolismo da ciclofosfamida (MEOTTI et al., 2013). Apesar disso, estudos recentes
t€ém demostrado uma interessante capacidade imunomoduladora dessa droga devido a

sua acdo sobre células e processos de relacionados ao escape tumoral, em particular
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supressao de células reguladoras como células T reguladoras (Tregs) e células
supressoras derivadas de mieloide (AHLMANN; HEMPEL, 2016).

Para que ocorra uma modulagao efetiva frente ao tumor, uma resposta celular
resolutiva deve ocorrer, seja pela ativagdo 6tima da imunidade adaptativa seja pela
restauracdo da fun¢do das células inatas (KOCH et al., 2013; SCHREIBER; OLD;
SMYTH, 2011). Nesse contexto resposta relacionado com um subtipo especifico de
linfocitos helps, denominada resposta Thl capaz de destruir as células cancerigenas
restabelecendo a homeostase ¢ fundamental (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010).

A estratégia mais robusta proposta nos Ultimos anos vem justamente da
utilizacdo do conhecimento dos processos de imunoedicdo e imunomodulacdo
propiciados durante o tratamento oncolégico para favorecer ndo sé a eliminagdo do
tumor, como também a manutencdo de uma resposta favoravel frente a ele (DESAL
COXON; DUNN, 2021b).

Um possivel agente imunomodulador da resposta imune ¢ a vitamina E, que
possui propriedades biologicas importantes, sendo encontrada em vérios tipos de
vegetais, em especial em seus 6leos (A. SHETTY, 2013), sendo uma das principais
reguladoras de radicais livres lipossoluveis encontradas na dieta humana (NIKI, 2014).

Esta substancia subdivide-se em 02 grandes grupos, os tocoferdis (cadeia
lateral saturada contendo 16 atomos de carbono) e os tocotrienois (cadeia lateral
insaturada contendo 16 atomos de carbono), cada um desses possuindo 04 (quatro)
isomorfas identificadas pelos prefixos alfa, beta, gama e delta, sendo esta diferencga
causada pela quantidade e localidade de grupos metil que se encontram no anel
aromatico do tocol (JIANG, 2014).

Sua forma mais comumente encontrada ¢ o a-tocoferol seguida do y-tocoferol,
sendo a primeira a mais economicamente importante e biodisponivel (REBOUL et al.,
2006). Apesar disso, 0leos ricos nas formas & e y, como os encontrados nas nozes
gergelim e Oleo de soja parecem possuir propriedades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras mais intensas do que os Oleos ricos na forma a-tocoferol
(DREHER, 2012; JIANG et al., 2022; LI et al., 2011) .

A a¢do imunomoduladora dos tocoferdis se dd de varias formas, entre elas a
capacidade de inibir a acdo enzimatica da ciclo-oxigenase-2 (Cox-2), e por sua vez, a
produgdo da prostaglandina E2 através da interrup¢do da oxidagdo do acido

araquidonico ¢ através da supressdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), e dos
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transdutores de sinal e ativadores de transcri¢ao (STAT) 6 e 3 (JIANG, 2014; REITER;
JIANG; CHRISTEN, 2007).

A inativagdo desses fatores e enzimas leva a menor producdo de citocinas pro
inflamatorias, como IL-6 e IL-1 pelas células imunologicas o que pode estar
relacionado a prote¢do contra doengas crdnicas e até mesmo a desregularizagdo
imunologica causada pelo processo carcinogénico (GRIVENNIKOV; GRETEN;
KARIN, 2010).

Em camundongos idosos uma dieta rica em vitamina E é capaz de aumentar a
proliferagdo de linfocitos T e a sua producdo de IL-2 quando comparada com uma
dieta controle (MORIGUCHI, 1997). Um resultado semelhante foi achado em estudos
de suplementacdo em humanos idosos, onde sua presenca foi capaz de aumentar a
proliferacdo de linfocitos estimulados com mitdgenos, a quimiotaxia de neutréfilos e
a producdo de IL-2 (WU; MEYDANI, 2014).

Outro estudo encontrou o aumento da producgdo de anticorpos contra hepatite
B e tétano estimulados com vacinas quando na presen¢a de uma dieta suplementada
com essa vitamina E, sendo esta atividade associada ao aumento da expressao e
atividade de linfocitos B (MEYDANTI et al., 1997).

Evidéncias de estudos diversos tém demonstrado que estas atividades sdo por
vezes relacionadas a capacidade da vitamina E (em especial o vitamero alfa tocoferol)
de melhorar a chamada sinapse imunoldgica entre linfocitos T naive e células
apresentadoras de antigenos. Essa interacgdo feita de forma mais robusta estd associada
a melhora ativacio e proliferacao destas células frente a estimulos diversos tanto in
vitro quanto in vivo em camundongos idosos (MARKO et al., 2007).

A suplementacdo desta molécula também foi relacionada com a maior
resisténcia a infecgdes virais em humanos, correlacionada com o aumento a atividade
citotoxica de linfocitos T e células NK, além da atividade fagocitica de macrofagos
alveolares correspondendo assim a uma resposta Th1 (MEYDANTI et al., 1997). Frente
a infecdes virais, a suplementacdo com vitamina E em camundongos idosos foi capaz
de aumentar a producdo de IL-2 e IFN-y, amplificando assim uma resposta Thl
relacionada a diminuigdo da carga viral (HAN et al., 2000).

Dessa forma, o presente trabalho pretende estudar a associagdo de um mix
incomum de tocoferdis com a ciclofosfamida no intuito de criar um tratamento

imunomodular capaz de eliminar o tumor ¢ que possua efeitos adversos menores.
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2. Materiais e métodos
2.1Materiais e reagentes

O mix de tocoferodis utilizadas no experimento foi obtida na empresa Sigma-
Aldrich (EUA). Sua composigao consiste de uma mistura oleosa de alfa (10.71%), beta
(1.53%), gama (64.4%) ¢ delta tocoferol (23.36%) na concentragdo de 719 mg/g. Essas
proporg¢des simulam as encontradas nos dleos de castanhas, gergelim e 6leo de soja
(DREHER, 2012; LI et al., 2011).

Para os ensaios in vitro a diluicdo do mix de tocoferdis foi feita através da
adicdo de 10 pL da solucdo mae em 990 pL de meio DMEM morno (37°C) contendo
10% de DMSO (concentracdo final de 950 pg/mL). As aliquotas obtidas foram
armazenadas a 4 °C, protegidas da luz em frasco ambar, conforme as orientacdes do
fornecedor, e utilizadas ao longo dos experimentos. Diluicdes subsequentes foram
feitas conforme a necessidade para cada ensaio, sendo a concentracao de veiculo
ajustada conforme o necessario. Para a escolha das doses utilizamos as concentragdes
plasmaticas de vitamina E encontradas em humanos (6,19-12,3 pg/mlL) assim como a
possivel concentragdo (36.9 ng/mL) alcancada através de uma suplementagdo intensa
(CHAN, 1989).

A suplementagdo da dieta dos animais para os experimentos in vivo com 0s
tocoferdis foi feita através da sua diluicdo em Oleo de triglicérides de cadeia média
(MCT 3 Gliceril M, Atlhetica Clinical Series, Brasil) para a obten¢do de uma solugdo
contendo os tocoferodis totais que pudesse melhorar sua absorgio (MOURAO et al.,
2005). Esta solucao foi administrada através de gavagens diarias no volume de 100

pL, correspondendo a uma dose de 100 mg/kg/dia (MAHABADY et al., 2011).

2.2 Cultivo celular in vitro

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem celular Hs578T
(Carcinoma basal de mama triplo negativo, ATCC® HTB-126™). Esta cé¢lula foi
cultivada em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementados
com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibidticos (penicilina/estreptomicina) e
antifingico (anfotericina B) em uma incubadora com atmosfera contendo 5% de CO»

¢ uma temperatura de 37°C.
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Apods a formacdo da monocamada com 70% de confluéncia foi feita a
dissociacdo enzimdtica com uma solucdo de tripsina 0,2% + EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) 0,02% (Sigma-Aldrich). A suspencdo celular foi
centrifugada a 200g por 10 minutos a 4°C. As células foram suspensas em meio de
cultura livre de tripsina e corada com azul de tripan (0.04%) para contagem em camara
de Neubauer ao microscopio optico (LEE; MOON, 2016). Subsequente a contagem,

as células eram ajustadas de acordo com o experimento a ser executado.

2.3 Teste de viabilidade celular pela reducdo do MTT

Para avaliar a toxicidade direta do mix de tocoferdis sobre a linhagem celular
Hs578T foi realizado o ensaio do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-
difenil tetrazolium]). Para sua realizacdo, as células Hs578T foram semeadas em
placas de 96 pogos na concentragdo de 3x10* células/mL em 100 pl de meio DMEM
suplementados com 10% de SFB.

As placas foram incubadas durante 24 horas em incubadora com atmosfera
contendo 5% de CO; e uma temperatura constante de 37°C. Apos este periodo, o meio
contido nos pogos foi removido e substituido por meio de cultura suplementado com
mix de tocoferdis nas doses de 3.6, 6.15, 12.3, 36.9 e 110.7pug/mL. Dimetilsulféxido
(DMSO) 10% foi utilizado como controle positivo. Apos 48 horas de tratamento foi
adicionado 10 pl de MTT (5 mg/ml). Apds 3 horas de incubagdo, a reagdo foi
finalizada com a adi¢ao de 100ul de uma solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS
10%) para solubilizagdo dos cristais de formazan.

Posteriormente, a placa teve a absorbancia dos pogos mensuradas por um
espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nandmetros (KUMAR;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018). O indice de citotoxicidade foi obtido pela subtracdo
do valor total (1) pela razao entre a absorbancia do controle negativo (Abs controle)
sobre a absorbancia de cada amostra (Abs teste) multiplicada por 100 (Porcentagem

de citotoxicidade = [1-(Abs teste/Abs controle)] *100).

2.4 Ensaio de invasao celular com Matrigel

Para o ensaio de invasdo foi usando placa transwell (Costar; Corning Life
Sciences) de 12 pogos com poros de 8uM cujos insertos foram recobertos com 50 pL

de Matrigel diluido em 1:1 em DMEM sem soro (cerca de 4,3 mg/ml) e incubados por
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2 horas em estufa de CO2, a 37° C. Em seguida, foram plaqueadas sobre a membrana
2x10* células de Hs578T em 100 uL. de DMEM sem soro e no pogo inferior, foram
adicionados 600 puL de meio com 10% de soro. Realizou-se o tratamento com
diferentes concentra¢cdes do mix de tocoferois (6,19 e 36,9 pg/mL) que foram
adicionados junto as células. Como controle positivo (PC), foi utilizado o DMEM com
10% de SFB na camara inferior, ¢ como controle negativo (NC), DMEM sem soro.
Ap0s 24 horas, o meio de cultura da camara inferior foi aspirado e as células
ndo invasivas na superficie superior da membrana foram removidas com uma haste
flexivel com ponta de algodao, e as células invasivas no lado inferior foram fixadas
em formaldeido 4% em PBS por 10 minutos, a temperatura ambiente, lavadas com
PBS e corado com 0,2% de cristal violeta por 5 min (JUSTUS et al., 2014). As células
foram contadas manualmente usando um microscopio (Nikon Eclipse80i; Nikon

Corporation) sob amplia¢do de 20 X com cinco campos por amostra

2.5 Migracao celular com kit Oris através de time lapse

A analise da migracdo na linhagem celular Hs578T foi avaliada usando o kit
Oris Universal Cell Migration Assembly (Platypus Technologies, Madison, WI). Para
sua realizacdo, as células Hs578T foram semeadas em placas de 96 pogos contendo o
tampdo Ori na concentragio de 3x10* células em 100 pl de meio DMEM
suplementados com 10% de SFB.

Seguido o plaqueamento, as células foram incubadas durante 24 horas em
incubadora com atmosfera contendo 5% de CO, e uma temperatura de 37°C. Ap0s este
periodo, o tampao foi retirado com uma haste de metal (OH; SANTY, 2010). O meio
contido nos pogos foi removido e substituido por meio de cultura suplementado com
diferentes concentragdes do mix de tocoferdis (6,19 e 36,9 pg/mL).

A migragdo celular foi determinada pelo deslocamento das células em 50
frames de videos feitos com microscopio de fluorescéncia confocal Zeiss Lsm 700
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) em campo claro com objetiva de 20x (JOY et al.,
2014). Para a mensuragdo dos parametros de migracao individual, 10 células por pogo
tiveram sua trajetoria quantificada através do plugin manual tracking contido no
Image] (Bethesda, MD).

Com os dados obtidos, foram calculados os parametros de distancia total
(obtido pela somatoria da distancia percorrida), velocidade (velocidade média),

distancia em linha reta (calculada pelo teorema de Pitagoras, sqr ((xb-xa) 2+ (yb-ya) 2))
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e direcionalidade (calculada pela razao entre distancia em linha reta e a distancia total)

de células individuais (PIJUAN et al., 2019).

2.6 Ensaio de formacao de colonias independente de ancoragem através de soft
agar
O teste de formacgao de colonias independente de ancoragem foi feito através

da técnica de soft-agar (Sigma-Aldrich, EUA). Para a formagdo da camada de
sustentagdo foi utilizado agar 0,5% contendo DMEM sem SFB. Em uma placa de 12
pogos, 1 mL da solucdo foi colocada em cada poco e incubadas para polimerizagdo por
30 min em fluxo laminar. A segunda camada, contendo as células Hs578T com
concentragdo final de 5x10° células em 1mL de DMEM com 10% de SFB foi
suplementada com 0,3% de agar para a producao do meio independente de ancoragem.

Ap6s 24 h de incubacdo em estufa de CO,, a 37° C., foi adicionado os pogos
100 pL de meio de cultura suplementado com diferentes concentragcdes do mix de
tocoferois (6,19 € 36,9 ng/mL), diariamente, durante 10 dias. Apds esse periodo, foram
adicionados aos pogos 200 puL de MTT (I mg/mL) e incubados por 3 horas
(BOROWICZ et al., 2014). Apos a formagao dos cristais de formazan as placas foram
escaneadas e as colonias vidveis foram quantificadas de forma semiautomética através
do software ImageJ (Bethesda, MD), utilizando a ferramenta analise de particulas
(GRISHAGIN, 2015).

2.7 Caracterizacio do citoesqueleto através de Imunofluorescéncia

Para a realiza¢do dos ensaios de imunofluorescéncia, as células Hs578T foram
cultivadas em placas de 24 pocos, sobre laminulas de vidro. As células foram
plaqueadas na concentragio de 3x10* células em 500ul. de meio DMEM por pogo e
suplementado com 10% SFB. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa de
CO», a 37° C. O meio de cultura dos pocos foi substituido por 500 uL de DMEM
suplementado com mix de tocoferdis na concentracdo de 36,9 pg/mL e a placa
encubada por 48 horas. Transcorrido a incubagao, as células foram lavadas e fixadas
com formaldeido 4% em PBS por 30 minutos.

Em seguida foi feito o bloqueio seguido de permeabilizagdo adicionando 500
uL de solugdo contendo albumina de soro bovino (BSA) 2% e saponina 0,002 em PBS

por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se a incubagdo com o
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Actina-phalloidin (Texas Red) diluicao 1/100 e alfa Tubulina (FITC) diluigao 1/200,
diluidos na solucao de bloqueio, durante 1 hora a temperatura ambiente. As laminulas
contendo as células coradas foram protegidas da luz para secarem durante 12 horas. A
marca¢do do DNA foi realizada utilizando 10 pl de Vectashield (Vector, EUA) com
DAPI (1 pg/mL). As laminulas foram seladas em lamina de microscopia com esmalte
transparente de secagem instantanea (NOURREDDINE et al., 2020).

As imagens de florescéncia foram adquiridas com microscopio de
fluorescéncia confocal Zeiss Lsm 700 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), utilizando
o software Zen Black (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), com uma resolucdo de
imagem x/y: 1024 e aumento de 100X. Para anélise da intensidade de florescéncia dos
trés marcadores foi utilizado o software ImageJ (Bethesda, MD), utilizando a
ferramenta histograma de cores para avaliar a intensidade de florescéncia média de

cada célula analisada (HARTIG, 2013). Foram avaliadas 20 células por laminula.

2.8 Animais para experimentacio

Foram utilizados 28 camundongos Swiss, machos, com idade aproximada de 3
meses, pesando 46,7+3,3 g provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Maranhao. Os animais foram mantidos em temperatura entre 22 a 25°C, fotoperiodo
alternado entre claro/escuro a cada de 12 horas e tiveram acesso livre a ragdo e agua,
sendo o consumo mensurado a cada 4 dias.

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=7) sendo estes: Grupo controle
(NC), que recebeu por via oral (v.0.) o veiculo de triglicérides de cadeia média por 15
dias; Grupo suplementagao pos-tumor (TS), tratado com mix de tocofer6is na dose de
100mg/Kg, v.o., ap6s 2 dias do inoculo do tumor, durante 15 dias; Grupo
suplementagao préos tumor com ciclofosfamida (TSC), tratado com tocoferdis na dose
de 100mg/Kg, v.o. e ciclofosfamida na dose de 25 mg/kg (i.p.) ambos administrados
apos 2 dias do inoculo do tumor, durante 15 dias e Grupo ciclofosfamida (PC), que
recebeu a dose de 25 mg/kg intraperitoneal (i.p.) apds 2 dias do inoculo do tumor por
15 dias MOTOYOSHI et al., 2006).

Parametros nutricionais foram coletados durante toda a extensdo do
experimento. A perda de peso foi obtida através da diferenga entre o peso no dia do

inoculo do tumor versos o peso final (Peso dia 0—Peso final = Perda de peso). Para a
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quantificagdo em porcentagem da massa corporal perdida foi utilizada a seguinte
formula: (Perda de peso/Peso inicial) *100. A demanda alimentar foi calculada através
da média do consumo de ragdo do dia dividida pela média do peso do grupo (Média
de consumo de ragdo/Média do peso do grupo = aproveitamento alimentar).

O tumor de Ehrlich foi mantido em camundongos swiss machos através da
inoculagdo via i.p. de 2x10° células. Apos sete dias do indculo, os animais foram
eutanasias com dose letal de anestésico (cloridrato de quetamina [ceva] e cloridrato de
xilazina [Agener unido] 300/30 mg/Kg) por via intramuscular. Para a remog¢do da
ascite tumoral, uma agulha de 18G (1,20 x 40 mm) foi introduzida no peritonio do
animal e o liquido contido na cavidade espirado. A ascite obtida foi centrifugada a
200g por 10 minutos a 4°C para separacao das células e ressuspensas em PBS.

Aliquotas da suspensdo foram coradas com azul de tripan (0.04%) e contadas
em camara de Neubauer em microscopio optico. Subsequente a contagem, as células
obtidas foram ajustadas para a concentra¢do de 1x107 células/mL. O in6culo do tumor
solido foi feito com 50uL da suspensdao em PBS no coxim plantar da pata traseira
direita dos animais (DAGLI; GUERRA; SALDIVA, 1992).

O crescimento tumoral foi mensurado através do acompanhamento do volume
da pata inoculada com o tumor de Ehrlich. Para isso, o volume da pata direita foi
mensurado por meio de um pletismometro (Digital Plethysmometer Le 7500, Panlab)
a cada 3 dias (GAUTAM et al., 2009). Para obtengdo da diferenca do volume das patas
(Delta) o volume da pata sem tumor de cada animal foi descontado do volume obtido
no 17° dia do experimento.

Ao fim do experimento os animais foram inoculados, de forma intramuscular,
com uma dose letal de anestésico (cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina,
300/30 mg/Kg). Uma vez sobre anestesia profunda, foi realizada a coleta de sangue
terminal pelo plexo retro-orbital. O sangue obtido foi divido em microtubos sem
anticoagulante, utilizado para obten¢do do soro, e microtubos com 5yl de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para avaliacdo dos parametros hematologicos
(RODRIGUES et al., 2013).

O soro foi obtido pela coagulagdo do sangue total por 1 hora e posterior
centrifugacdo a 900g por 10 minutos a 20°C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Os
indices hematoldgicos foram obtidos pela aquisicao de 500 microlitros de sangue pelo

analisador hematologico automatizado veterindrio sysmex poch-100iv Diff (Sysmex,
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USA) e a dosagem de proteinas séricas pelo uso de um refratometro veterinario (RZ
CONTEQC).

Ap6s a abertura do peritonio, foi retirado o bago, o linfonodo popliteo direito,
fémur esquerdo e pata direita dos animais. As patas foram pesadas em balanga analitica
(M214A1 210g x 0,0001g, BEL Engineering) para mensuracdo do peso do tumor
s6lido. Em um fluxo laminar, o bago foi macerado e hemolisado (10 mM de Tris HCI
pH 7,6, 5SmM de MgCl, e 10 mM de NaCl). A suspensao celular foi centrifuga a 200g
por 10 minutos a 4°C e ressuspensa em RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), sendo aliquotas coradas com Azul de Tripan (0.04%) para avalia¢do da
viabilidade. O linfonodo popliteo foi macerado e corado com cristal violeta (0,1%).

As células da medula 6ssea presentes no fémur esquerdo de cada animal foi
perfundido com 1 mL de PBS gelado para remocao das células, e estas foram coradas
com cristal violeta (0,1%). Todas as células foram contadas em camara de Neubauer.

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica animal da UFMA sobre

o numero de protocolo: 23115.012986/2015-63.

Inéculo do tumor de Ehrlich Inicio do tratamento Eutanasia

0 5 17
| |
| NC: controle negativo ‘ Controle positivo (PC): Ciclofosfamida 25 mg/kg (I.P)

Suplementagdo pos tumor (TS): Tocoferdis 100 mg/kg (V.0)

Suplementacdo pds tumor + Ciclofosfamida (TSC): Tocoferdis 100 mg/kg (V.0)+
Ciclofosfamida 25 mg/kg (I.P)

Figura 18. Ilustracdo do desenho experimental. Suplementagdo terapéutica com mix de tocoferdis (dose 100
mg/kg) e tratamento com ciclofosfamida (25mg/kg) em modelo murino de tumor so6lido de Ehrlich. A
suplementacdo do grupo terapéutico so foi iniciada no 2° dia de experimento juntamente com o tratamento com
a ciclofosfamida. O controle de 4gua e comida foi feito a cada quatro dias, assim como a pesagem dos animais.
A aferi¢cdo do volume da pata foi realizada a cada trés dias.
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2.9 Obtencao das células do microambiente tumoral

Para obteng¢do das células contidas no microambiente tumoral a pata direita de
5 animais por grupo foi amputada apds a eutandsia. As patas foram transferidas para
um fluxo laminar e mergulhada brevemente em alcool 70% por 1 segundo. Uma vez
seca, as patas foram seccionadas com bisturi em pedagos pequenos sobre uma placa
de petri estéril. Os fragmentos foram entdo transferidos para um tubo conico com 3
mL de meio RPMI1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 0,5 mg/mL de colagenase
tipo I (Sigma-Aldrich) e incubadas em banho-maria (314-3DN, Nova ética) a 37°C por
120 minutos para a digestdo do tecido (GRANGE et al., 2011).

A suspensdo celular foi centrifugada a 290g por 10 minutos. As células foram
ressuspensas meio RPMI suplementado com 10% SFB (Cultilab). Aliquotas da
suspensdo foram coradas com cristal violeta (0,1%) e contadas em camara de
Neubauer em microscopio Optico para obtencao da celularidade e posterior ajustes para

experimentos subsequentes.

2.10 Cultura de células do microambiente tumoral, baco e dosagem de citocinas

A suspensao de células do tecido tumoral digerido e do bago macerado foram
obtidas como descrito anteriormente. Para a avaliacdo do perfil de citocinas produzidas
pelas células do microambiente tumoral, foram plaqueadas na concentragdo de 2x10°
células/mL para as células do bago e 1x10° células/mL para as células do tumor, em
200 pL de meio RPMI em placas de 96 pogos. As placas foram entdo incubadas por
48 horas em estufa de CO, a 5% (Thermo Scientific, USA) e os sobrenadantes
retirados e congelados a -20°C para posterior analise de citocinas.

A dosagem das citocinas Proteina Quimiotatica de Mondcitos 1 (MCP-1),
Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-
6), interleucina 12p70 (IL-12) e interleucina 10 (IL-10) foram feitas através do CBA
mouse inflammation Cytokine Kit (BD Cytometric Bead Array, San Jose, CA, USA)
de acordo com as normas do fabricante. De forma resumida, 25 pl da mistura de beads
contendo anticorpos de detec¢do para as citocinas citadas foram plaqueadas em uma
placa de 96 pogos de fundo em U juntamente com 25 pl das amostras ¢ 25 pl do

anticorpo de deteccdo conjugado com ficoeritrina (PE).
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A placa foi mantida em temperatura ambiente e protegida da luz por 2 horas e
posteriormente lavada com wash buffer 2 vezes e posteriormente ressuspendida no
mesmo tampao para realizagdo da aquisi¢do. Apods a leitura, realizada no FACSCalibu
(BD, USA), dos padrdes e das amostras, os dados foram analisados no software FCAP
ARRAY Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores foram
expressos em pg/mL para cada citocina.

Os niveis séricos de 1L-6, TNF-a, sFasL. e MIP-1a foram determinados pela
técnica Luminex/MAGpix. Para tanto, o plasma foi adicionado a placas de 96 pocos
contendo esferas magnéticas analisadas em painéis de alta sensibilidade
RCYTOMAG-80K (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA), seguindo as
instrugdes do fabricante. Os niveis de citocinas plasmaticas também foram expressos
em pg/mL para cada citocina. A razdo entre IL-12 e IFN-y fo1 feita através da divisdo
dos valores obtidos de cada citocina individualmente por camundongo de forma

pareada.

2.11 Fenotipagem

Aliquotas de 1x10° células do bago foram plaqueadas em placas de 96 pogos
de fundo U e centrifugadas por 5 min, a 200g e 4°C. Foram adicionados anticorpos
especificos para os marcadores de interesse na propor¢ao de 1 pL de anticorpo para
1x10° células em 100 pL de tampédo de citometria (PBS suplementado com 0,5% de
soro albumina bovina e 0,02% de azida sodica). As células foram incubadas por 20
min a 4°C ao abrigo da luz. Apos este periodo, o material foi lavado 2 vezes (5 min,
200g, 4°C) com 200 pL de tampdo para citometria. Apds as lavagens, as células
marcadas foram ressuspensas em 200uL de tampdo para citometria e analisadas no
citdmetro Guava easy Cyte HT system (Merck, Alemanha).

Os painéis elaborados foram utilizados para a detecgao de linfocitos T helpers
(CD3, CD4), linfocitos T helpers ativados (CD3, CD4, CD28), linfécitos T citotoxicos
(CD3, CD8), linfocitos T citotoxicos ativados (CD3, CDS8, CD28), macrofagos
(CD14), macrofagos ativados (CD14, CD86)e células assassinas naturais ativadas
(NK1.1, CD86). A estratégia de analise consistiu inicialmente na detec¢do das
populagdes de interesse pelos parametros de tamanho (FSC) e complexidade (SSC)
seguidas da delimitagdo das populagdes alvo pela utilizagdo de um marcador

populacional comum, como CD3 para linfocitos ¢ CD14 para macrofagos. Apos essa
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divisdo, as subpopulagdes foram estudadas pela combinag¢do das florescéncias dos

marcadores subjacentes.

2.12 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados através do teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e posteriormente, dependendo do resultado obtido, através do emprego da andlise
de variancia (ANOVA) one-way seguida do Teste Tukey- Kramer ou Kruskal-Wallis
seguido de Dunns e o Two-way ANOV A seguido do pds-teste de Bonferroni. Em todas
as analises foi considerado como significante p < 0,05. Para otimizacdo dos resultados
o teste de Grubbs foi utilizado para detectar valores com potencial de perturbar a
normalidade e distribuicdo dos dados. Os resultados encontrados foram reportados

através da média + desvio padrio.
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3.Resultados

3.1 O mix de tocoferois nao afeta a viabilidade, proliferacio e motilidade das células
Hs578T

A viabilidade das células Hs578T em diferentes concentragdes do mix de
tocoferois (3.6, 6.15,12.3, 36.9, 110.7 pg/mL) ndo foi afetada de forma significativa
durante o periodo de 48 horas (p= 0,9255), permanecendo com uma média de
viabilidade de 97,61 na dose mais alta (Figura 19.A). De forma semelhante a
capacidade de clonicidade independente de ancoragem dessa linhagem (Figura 19.B)
também ndo foi alterada (p= 0,3373). Em relacdo aos parametros de deslocamento
individuais (Tabela 3), ndo foi possivel observar nenhuma modificagdo nos parametros

analisados (p>0,05), demostrando que os tocofer6is em estudo ndo sdo capazes de

de deslocamento estudados na linhagem Hs578T.
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Figura 19. Indice de viabilidade e capacidade de clonicidade independente de ancoragem das
células Hs578T tratadas com mix de tocoferdis. Os dados representam a média em porcentagem
de viabilidade (%) e o coeficiente de clonogenicidade (N°) + o desvio padrao (SD). (A) Indice de
viabilidade celular da linhagem Hs578T apos 48 horas. Grupo controle contendo apenas meio
(CN). Grupo controle positivo (CP) feito com 10 % de DMSO. (B) Doses de 6.19 € 36.9 ng/mL
do mix de tocoferdis foram utilizados como grupo experimental e no grupo veiculo foi adicionado
DMSO na concentragdo da dose mais alta do grupo experimental. As colonias foram
acompanhadas por 10 dias, sendo tratadas diariamente. Para comparacao dos grupos foi utilizado
em A o Two-way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni sendo considerado um valor
significativo de p<0.05. Em B foi utilizado o one-way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey-
Kramer sendo considerado um valor significativo de p<0.05. **** quando p<0.0001. Os dados
sdo provenientes de pelo menos 3 replicatas por experimento, com 3 repeticdes.
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Tabela 3. Dados de parametros de deslocamento individuais de células Hs578T.

Parametro NT Vehicle 6.19 pg/mL  36.9 pg/mL Unidade
Distancia total 719,8+4118,5 733,8+165,1 756,5+138,7 738,41+141,2 pm

Velocidade 0,8+0,1 0,8+0,2 0,9140,1 0,9+40,1 pm per Min
Direcionalidade 0,8+0,0 0,7+0,0 0,8+0,0 0,710,1 AU

Linha reta 575,9+114,10 566,8+152,2 618,7+t113,0 576,2+135,4 um

Nota: ANOVA seguida do teste de Tukey-Kramer (paramétrico) ou Kruskal-Wallis
seguido de Dunns (ndo paramétrico) foram utilizados para avaliar a diferenga entre os
grupos, sendo considerado um valor significativo de p<0,05. Grupo nido tratado (NT);
Grupo veiculo com DMSO (Veiculo); Grupo contendo 6.19 pg/mL do mix de tocoferois
(6.19 pg/mL) e Grupo contendo 36.9 pg/mL do mix de tocoferdis (36.9 pg/mL). Os
resultados encontrados foram apresentados como média + desvio padrao (DP). Os dados
sdo provenientes de pelo menos 3 experimentos independentes.

3.2 Mix de Tocoferdis modifica de forma dose dependente a capacidade de invasiao
de células Hs578T
A capacidade de invasdo das células Hs578T através da placa transwell cujos
insertos foram recobertos com Matrigel diluido é mostrada na figura 20. E possivel
observar que os grupos tratados com o mix de tocoferois apresentaram capacidade de
invasdo mais baixa.
Apesar da taxa de invasdo ter sido praticamente a mesma (= 16%), ¢ possivel
observar pelo valor de p que a concentragdo mais alta teve uma capacidade melhor de
inibi¢do (p<0.01 vs p<0,001), sugerindo um possivel efeito dose dependente do efeito

observado.
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Figura 20. Capacidade de invasdao das células da linhagem Hs578T através da matriz
extracelular feita com Matrigel apds 24 horas. Os dados representam a média do nimero
de células capazes de invadir a matriz de Matrigel + o desvio padrao (SD). Doses de 6.15
¢ 36.9 ug/mL de vitamina E foram utilizados como grupo experimental, cuja reducao da
invasao foi em torno de 16%. Como controle positivo, foi utilizado DMEM com 10% de
SFB (+SFB) na camara inferior, € como controle negativo, DMEM sem soro (-SFB). No
grupo + SFB foi adicionado o veiculo na concentragdo da dose mais alta de vitamina E.
Para a analise da diferenca do nimero de células foi utilizado o one-way ANOV A seguido
do pos-teste de Tukey- Kramer sendo considerado um valor significativo de p<0.05. *
p<0.01 e *** p<0,001. Micrografias das células nvasoras (20x). Os dados sao
provenientes de 1 amostra por experimento, com 4 repeticdes, cada uma contendo cinco
campos independentes.

3.3 A quantidade de actina e miosina no citoesqueleto de células HsS78T é diminuido
pela presenca de mix de tocoferois
A caracterizagdo do citoesqueleto através do conteido de actina e tubulina de
células Hs578T foirealizado no intuito de observar possiveis influéncias do tratamento
com o mix de tocoferdis sobre o citoesqueleto das células em estudo.
Como pode ser visto na figura 21, o tratamento com a dose de 36.9 pg/mL foi
capaz de dimmnuir de forma significativa (p<0,001) a intensidade de florescéncia da

tubulina (B) e actina (C), sendo estes parametros dirctamente relacionados com a
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quantidade dessas proteinas no citoesqueleto das células. Além disso, foi possivel
observar uma diminui¢do do marcador de nucleo (A) sugerindo um possivel efeito

sobre o material genético das células Hs578T.
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Figura 21. Caracterizacdo do citoesqueleto através do contetido de actina e tubulina de células
Hs578T tratadas com diferentes concentragdes de vitamina E. Para a realizacdo da
imunofluorescéncia foram utilizados os marcadores Actina-phalloidin (Vermelho), alfa
Tubulina (Verde) e DAPI (Azul) para a marcagao dos nucleos. A avaliagdo da intensidade de
florescéncia média de cada marcador por célula foi expressa pela média = o desvio padrao
(DP) de cada grupo. A dose de 36.9 ug/mL de vitamina E foi utilizado como grupo
experimental e no grupo veiculo foi adicionado DMSO na concentracdo da dose mais alta de
vitamina E. Para a analise da diferenca entre os grupos foi utilizado o one-way ANOVA
seguido do pos-teste de Tukey-Kramer sendo considerado um valor significativo de p<0.05.
*H% p<0,001 e **** p<0,0001. Micrografias das imunofluorescéncias (100x). Os dados sdo
provenientes de triplicatas por experimento, com 2 repeti¢des, com quantificacdo de 20
células por lamina.




82

3.4 O mix de tocoferois melhora os parimetros nutricionais na caquexia induzida
pelo tumor e amplificados pela ciclofosfamida
O peso dos animais ao fim do tratamento (Figura 22.A) demostrou uma
diminui¢do da massa corporea no grupo PC em relagdo ao TS. Em relagdo ao consumo
de racdo (Figura 22.B) o grupo TSC divergiu do grupo NC. Ja a indice de
aproveitamento alimentar foi maior no grupo TSC, tanto em relacdo ao grupo NC
quanto no PC (Figura 22.C)
A porcentagem de perda da massa corporal (Figura 22.D) foi mais acentuada
no grupo tratado com ciclofosfamida, sendo essa perda menos intensa no grupo TSC

(p<0.0.001 vs p<0.05).
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Figura 22. Utilizacdo do mix de tocoferdis junto ao tratamento quimioterapico com
ciclofosfamida e capaz de reverter parcialmente a caquexia em camundongos com tumor
solido de Erlich. Os graficos sdo representacdes do peso dos animais ao final do
experimento (A), consumo de ragado (B), aproveitamento alimentar (C) e perda de massa
corporal ocorrida durante o tratamento (D). A mensuracao dos parametros analisados foi
feita de 4 em 4 dias, sendo os dados representados como média + desvio padrao (n=7).
Para a comparagdo dos grupos foi utilizado o One-way ANOVA seguido do pos-teste de
Tukey-Kramer (distribui¢do normal) ou do teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn (distribuicdo ndo normal), onde foi considerado um valor significativo de
p<0,05.* quando p=<0.05, ** p<0.01,*** p<0.0.001 e **** o0 p<0.0001. A linha tracejada
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representa a média referente ao grupo controle negativo (NC). Quando o * ndo estiver
associado a uma barra sua comparacgao se refere ao grupo NC. Grupo controle (NC);
Grupo ciclofosfamida (PC); Grupo suplementagdo pos-tumor (TS) e Grupo
suplementacdo pds-tumor e tratado com ciclofosfamida (TCS).

3.5 O mix de tocoferéis melhora os parametros hematolégicos dos camundongos
submetidos ao tratamento com ciclofosfamida

A utilizacdo do mix de tocoferois no contexto do tumor foi capaz de aumentar
de forma significativa vérios pardmetros hematoldogicos comparados ao controle
(Tabela 4). O tratamento quimioterapico tende a reduzir varios desses pardmetros,
embora ndo de forma significativa na maioria dos casos (p<0,05). Quando
combinados, os tocoferdis perdem parte do seu efeito, notadamente em relacdo ao
numero de leucocitos (5383,3 £ 1595,5 vs 920 &+ 1138,8 células/mm?) e de eritrdcitos
(10,1+0,3 vs 6,3+1,2 milhdes/mm?®). Apesar disso, a quantidade de células no grupo
TSC tende a ser superior do que aqueles encontrados no grupo PC, embora tal

tendéncia ndo possua diferenca estatistica.

Tabela 4. Alteracdes hematologicas causadas pelo tratamento com a ciclofosfamida nao
sdo alteradas pelo uso do mix de tocoferois.

Pariametro NC PC TS TSC Unidade
Leucdcitos 1671,4+1286,7 685,7+348,4  5383,3+1595,524  920,0+1138,8 (Célula/mm?)
Neutrofilos 517,0£469,8  225,8+135,2®  1738,5£715,5% 243442537  (Célula/mm?)
Linfocitos 1077,5+£833,2  434,5£206,3  3399,1+£921,92d  608,2+797,6  (Célula/mm?)
Monocitos 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 5,6£12,5 (Célula/mm®)
Eosinofilos 76,8+60,9 25,2+16,4 245,6+144,82 62,8+83,9 (Célula/mm?)
Eritrécitos 8,157+1,913 7,5+0,3 10,1+0,32bd 6,3+1,2 Milhées/mm?
Hemoglobina 10.6+2.3 9,6+0,4 13,3+0,320d 7.8+1,7% g/dL
Hematécrito 40,149,0 36,1£1,3 49,7+1,620d 29,6+6,52 %
Plaquetas 702,7£721,8  2556,0£614,22  1914,2+194,8* 1893,2+517,3* Célula/mm?
Proteinas do plasma 5,1+0,1 5,0+0,1 5,3+0,3 4,8+0,1°¢ g/L

Nota: Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 7). ANOVA seguida do teste de
Tukey-Kramer (paramétrico) ou Kruskal-Wallis seguido de Dunns (ndo paramétrico)
foram utilizados para avaliar a diferenca entre os grupos, sendo considerado um valor
significativo de p<0,05. Os resultados encontrados foram apresentados como média +
desvio padrdao (DP). O simbolo a representa diferenca quando comparado ao grupo NC,
b quando comparado ao PC, ¢ com TS e d quando comparado ao TSC. Grupo controle
(NC); Grupo ciclofosfamida (PC); Grupo suplementagdo pos-tumor (TS) e Grupo
suplementacdo pos-tumor e tratado com ciclofosfamida (TCS).
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3.6 A utilizacdo do mix de tocoferdis nio impedi a acdo da ciclofosfamida na
eliminac¢ao das células tumorais
O desenvolvimento do tumor s6lido de Ehrlich foi evidenciado pelo aumento
progressivo do volume e do peso da pata inoculada com tumor (Figura 23.A e B).
Notadamente, o uso isolado do mix de tocoferdis levou a um aumento do volume do
tumor quando comparado com grupo NC no ultimo dia de experimento (0,2986 +
0,03848 vs 0,3329 + 0,06157 mL).
Além disso, € possivel observar que o grupo PC e TSC nao divergiram em
relacdo ao crescimento tumoral (0,2086+ 0,0234 vs 0,2129+ 0,03861 mL),
demostrando que a suplementacdo ndo interferiu com o efeito antineoplasico do
quimioterdpico. Em relacdo ao nimero de células oriundas do tumor (Figura 23.C), o
grupo TSC diminuiu em um nivel de significancia a quantidade de células encontras
em relagdo ao grupo PC (p<0,0001 vs p<0,001), sugerindo uma maior quantidade de

células nesse grupo.
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Figura 23. O mix de tocoferdis ndo altera a acdo da ciclofosfamida no desenvolvimento
tumoral. Os graficos sdo representacdes do aumento do volume da pata inoculada com o
tumor ao longo do tempo (A), peso da pata contendo o tumor (B) e nimero de células
contidas na pata ap0s a digestdo enzimatica (C). A mensuragao dos parametros analisados
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foi feita de 4 em 4 dias, utilizando Pletismometro (a) balanca (c¢) ou contador
hematolégico, sendo os dados representados como média + desvio padrdo (n=7). Para a
comparacao dos grupos foi utilizado o one-way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey-
Kramer (distribuicao normal) ou Kruskal-Wallis test, seguido do pos-teste de Dunn’s
(distribuicao fora da normalidade), sendo considerado um valor significativo de p<0.05.*
quando p<0.05, ** p<0.01,*** p<0.0.001 e **** 0 p<0.0001. A linha tracejada representa
a média referente ao grupo controle negativo (NC). Quando o * ndo estiver associado a
uma barra sua comparagao se refere ao grupo NC. O simbolo a foi usado quando houver
diferenca estatistica em relacdo ao grupo NC, b em relagdo a PC, c em relagdo a TS e d
em relacio a TSC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC); Grupo
suplementagdo pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pds-tumor e tratado com
ciclofosfamida (TCS).

3.7 O mix de tocoferois nio modifica o padriao de citocinas no microambiente
tumoral, mas reduz a producio sistémica de IL-6
Na tabela 5 e 6 estdo representados os dados referentes as citocinas e
quimiocinas encontradas no microambiente tumoral e no soro dos diferentes grupos.
No sobrenadante das culturas do microambiente tumoral (Tabela 5) foi possivel
observar que o tratamento com a ciclofosfamida tende a diminuir a producao das
citocinas IL-12, [FN-y e MCP-1, e aumentar a producdo de TNF-a e IL-10 quando
comparado com o grupo NC.

J& o grupo TS tende a manter os niveis das citocinas encontradas,
demostrando, porém, uma tendéncia na produgdo de IL-10. O grupo TSC tende a
aumentar a produ¢do de IL-12, [FN-y, MCP-1 e IL-10, ¢ uma diminui¢do de TNF-o,
quando comparado com o grupo PC. O grupo TSC também e aquele que demonstra a
maior relagdo IL-12/ IFN-y entre todos os grupos (1,2+0,7 AU)

Na tabela 6, e possivel observar o padrao de citocinas encontrados no soro dos
animais. Nao foi possivel encontrar grandes diferencas nos niveis das citocinas
analisadas, com a unica excecdo dos niveis de IL-6 encontrados no grupo PC, que

porem, sao normalizados no grupo TSC de forma significativa.
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Tabela 5. Citocinas e quimosinas provenientes do microambiente tumoral dos diferentes
grupos experimentais.

Grupo IL-12 IFN-y MCP-1 TNF-a IL-10  IL-12/IFN-y Unidade

NC 427,3+£148,7 1005,0£363,9 12,4+12,2  3,144,5 3,0+4.,4 0,4+0,0 pg/mL
PC 106,7495,6*  58,13+80,7*  0,0+£0,0  25,7£38,1 35,8+49.4 0,4+0,6 pg/mL
TS 401,8+435,4 788,1+549,6  6,0£8,0  6,6+14,8 64,5+84,5 0,4+0,2 pg/mL
TSC  318,1+281,1 222,9+183,2  0,1+0,3 51,6+73,2 62,8+48,6 1,2+0,7 pg/mL
Nota: Os animais foram divididos em 4 grupos (n =5). A ANOVA one-way foi usada
para comparar os grupos, seguida do pos-teste de Tukey-Kramer (distribui¢do normal) ou
do teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (distribuicdo ndo normal), em
ambos os casos foi considerado um valor significativo de p<0,05. O simbolo a foi usado
quando houver diferenca estatistica em relacdo ao grupo NC, b em relagdo a PC, ¢ em
relacdo a TS e d em relagdo a TSC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC);

Grupo suplementagdao pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pos-tumor e tratado com
ciclofosfamida (TCS).

Tabela 6. Citocinas e quimiocinas provenientes do soro dos diferentes grupos

experimentais.

Grupo Endotelina-1 IL-6 MIP-1a sFasL TNF-a Unidade
NC 7,0£3,2 4,5+0,7 42,2447 70£17,2 10,4+3,2 pg/mL
PC 11,4£3,1 7,5€1,9* 44.847,7 60,9+8,3 11,7£2,9 pg/mL

TSC 10£1,6 5,9+1,5 45,6+0,0 55,3£7,2 11,2+0,0 pg/mL

Nota: Os animais foram divididos em 3 grupos (n = 7). A ANOVA one-way foi usada
para comparar os grupos, seguida do pos-teste de Tukey-Kramer (distribuigdo normal) ou
do teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (distribuicao nao normal), em
ambos os casos foi considerado valor significativo de p<0,05. * quando p<0,05 em
comparacao ao grupo controle. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC) e Grupo
suplementagao pos-tumor e tratado com ciclofosfamida (TCS).

3.8 O mix de tocoferdis é capaz de aumentar o estado de ativacio das células imunes
no baco dos animais tratados com ciclofosfamida

Na figura 24 representa o perfil de células imunoldgicas e o seu grau de

ativagdo encontrados no baco dos diferentes grupos. Em linhas gerais, os diferentes

tratamentos possuiram efeitos diversos dos diferentes parametros analisados, por vezes
aumentando ou diminuido o nimero de células das diferentes populagdes estudas.

O grupo TSC parece ter um comportamento independente, apresentando a maior

taxa de células ativadas, sejam elas referentes a imunidade adaptativa (Figura 24. B e

D) seja em relagdo a imunidade inata (G e H). Esses dados demostram que foi a

interagdo entre o quimioterapico e o mix de tocoferdis que permitiu o surgimento desse
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padrdo, uma vez que nem a ciclofosfamida nem o mix sozinhos apresentaram o

fendmeno observado no tratamento combinado.
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Figura 24. O efeito adjuvante do mix de tocoferdis no tratamento com ciclofosfamida ¢
capaz de ativar células da imunidade inata e adaptativa no baco de camundongos com
tumor de Erlich. Os graficos sdo representacdes das frequéncias (%) de marcadores em
populacdes de linfocitos auxiliares (A), linfocitos auxiliares ativados (B), linfocitos
citotoxicos (C), linfocitos citotoxicos ativados (D), macréfagos (E), macrofagos ativados
(F ), ce¢lulas natural killer (G) e células natural killer ativadas (H). Os dados sao
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representados como média = desvio padrao (n=7). ANOVA one-way foi usado para
comparar os grupos, seguida do pos-teste de Tukey-Kramer (distribuigdo normal) ou teste
de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (distribui¢do ndo normal), onde foi
considerado um valor significativo de p<0,05.* quando p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0,001
e **** p<0,0001. A linha tracejada representa a média referente ao grupo controle
negativo (NC). Quando o * ndo estd associado a uma barra, suas comparagdes referem-
se ao grupo NC. Grupo controle (NC); Grupo ciclofosfamida (PC); Grupo suplementacao
pos-tumor (TS) e Grupo suplementagdo pds-tumor e tratado com ciclofosfamida (TCS).

4.Discussao

Nesse trabalho estudamos a possibilidade de um mix de tocoferdis funcionar
como um adjuvante imunoldgico no tratamento quimioterapico com a ciclofosfamida.
Nossos dados demostram que o mix de tocoferdis ndo possui efeito direto nas células
Hs578T, ndo modificando pardmetros como viabilidade e crescimento, demostrando
assim a falta de um efeito antitumoral direto. Tal achado deve-se talvez a agressividade
da linhagem em questdo. Apesar disso, efeitos pontuais do mix sobre a invasibilidade
foram achados, provavelmente devido a modificagdes na qualidade do citoesqueleto
dessas células.

O real efeito adjuvante dos tocoferdis fica bem estabelecido no modelo in vivo.
Nesse modelo a interacao entre o mix de tocoferdis e a ciclofosfamida ndo impediu o
efeito esperado do quimioterapico, mas sim modula um dos seus principais efeitos
deletérios, a destruigdo da resposta imunologica vigente, em algo positivo, uma vez
que reduz a atividade imunoldgica pro-tumoral. O resetar da resposta imune causado
pelo antineoplasico se soma a modulagdo pr6 Thl mediada pelo mix de tocoferdis,
resultando em uma forte resposta antitumoral frente ao tumor.

Essa interagdo ¢ observada pela ativagdo diferencial das células imunes em
orgaos linfoides. Além desse efeito imunologico, a suplementacdo com o mix de
tocoferois também foi capaz de reverter muitos dos efeitos deletérios do
desenvolvimento do tumor que s3o amplificados pelo tratamento quimioterapico,
sendo seu efeito mais marcante a diminui¢ao da caquexia.

O estudo da suplementagdo com vitamina E n3o demostram efeitos
quimioprotetores de forma consistente (FLESHNER et al., 2011; GAZIANO et al.,
2012; LIPPMAN et al., 2009; SLATORE et al., 2008). Apesar disso, inimeros estudos
apontam sua fun¢do como a principal reguladora de radicais livres lipossoluveis

encontradas na diecta humana além de ser capaz de promover a formacdo de uma
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resposta Thl, sendo esse tipo de resposta celular a mais efetiva frente a tumores
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; HAN et al., 2000; NIKI, 2014).

Nesse sentido, a possibilidade dos tocoferdis, uma por¢do importante da
vitamina E, possuirem atividade adjuvante no tratamento oncolégico ganha destaque,
uma vez que o seu uso pode atenuar efeitos deletérios de quimioterapicos, inclusive da
ciclofosfamida, cujos efeitos colaterais, em especial a imunossupressao sio intensos
(BJELOGRLIC et al., 2005; FENG et al., 2010; GHOSH; DAS; MISRO, 2002;
MAGNI et al., 1996).

Para acessar o possivel efeito adjuvante dos tocoferdis, analisamos
inicialmente sua agdo direta na linhagem celular Hs578T, um carcinoma mamario
humano, triplo negativo, extremamente invasivo com um prognostico extremamente
ruim. Esses tipos de tumor necessitam de tratamento com quimioterapia, sendo,
portanto, um modelo favoravel ao estudo translacional de um possivel adjuvante
(WAHBA; EL-HADAAD, 2015).

Os tocoferdis usados ndo possuiram efeitos citotoxicos diretos na linhagem
Hs578T, assim como nao afetaram a capacidade dessa linhagem em se dividir. Apesar
de varios tipos de vitamina E (vitdmeros separados ou formulagdes contendo diferentes
misturas deles) terem a capacidade de gerar morte seletiva de células tumorais por
inimeros processos, de regulacao dos genes Bax/Bcl-2 ao acumulo de radicais livres,
muitos tumores sdo irresponsivos a esta estratégia (CONSTANTINOU; PAPAS;
CONSTANTINOU, 2008; REAGAN-SHAW et al., 2008; SAILO et al., 2018;
STANKOV et al., 2007).

Descartadas os efeitos diretos inerentes a viabilidade e divisdo, foram
analisados os efeitos ligados ao processo de metastase, em particular a motilidade,
necessaria para a colonizacao de novos sitos € a invasao, importante para a fixagao das
novas colonias.

A motilidade da linhagem Hs578T nao foi alterada pelo mix de tocoferdis.
Apesar disso, estudos com tocotriendis, em particular o vitamero gama, demostra a
capacidade desse vitamero em modificar a motilidade da linhagem MDA-MB-231
através da regulacdo do eixo Racl/WAVE2, que por sua vez possui um papel
primordial na reorganiza¢do do citoesqueleto celular (ALGAYADH;
DRONAMRAJU; SYLVESTER, 2016). A discrepancia dos resultados obtidos em

nosso experimento parece ser diretamente relacionada as propriedades diretas dos
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tocotrienois em afetar células tumorais, devido a um possivel efeito biologico mais
intenso do que aqueles apresentados pelos tocoferdis (DAS GUPTA; SUH, 2016).

O processo de invasdo, o segundo passo necessario para uma metastase bem
sucedida, foi afetado pela presenca dos tocoferdis. Neste ensaio o mix teve um efeito
dose dependente sobre a capacidade de invasdo, sendo a taxa de inibigdo
aproximadamente de 16%. Os mecanismos que podem levar a esse fendmeno sdo
varios, indo da diminui¢do de proteinas remodeladoras da matriz extracelular, baixa
produgdo de espécies reativas de oxigénio até¢ modificagdes da atividade mitocondrial.
Apesar disso, componentes do citoesqueleto podem estar diretamente relacionados
com uma maior capacidade invasiva de células tumorais, principalmente quando
levamos em conta a presenca da matriz extracelular (FIFE; MCCARROLL;
KAVALLARIS, 2014; SAHAL 2005; SAHAL OLSON; MARSHALL, 2001; ZHAO
et al., 2014).

Com o intuito de avaliar se a diminui¢do da invasdo promovida pelo mix de
tocoferdis estava associada ao citoesqueleto seus componentes foram avaliados. A
partir da intensidade de florescéncia média dos marcadores por célula € possivel notar
que os tocoferois sdo capazes de diminuir a dindmica/quantidade tanto de actina quanto
da tubulina. A menor quantidade ou incapacidade de polimerizagdo dessas proteinas
estd diretamente relacionado a menor capacidade de migragdo e invasdo de alguns
tumores, sendo estes componentes do citoesqueleto alvos em potencial de novas
drogas antitumorais (FISCHER; HAYN; MIERKE, 2020; GANDALOVICOVA etal.,
2017).

A diminuicdo acentuada dos componentes do citoesqueleto poderia explicar a
menor capacidade de invasdo observadas nos experimentos anteriores. Apesar disso,
sua capacidade de motilidade ndo foi afetada. Isso pode ser um indicio que a presenga
dos tocoferdis afete mais fortemente os parametros responsaveis pela invasiao do que
aqueles inerentes a mobilidade. Além dos componentes citoplasmaticos, o mix de
tocoferois também foi capaz de diminuir a intensidade da coloracdo dos nucleos das
células pelo corante DAPI. Sabe-se que a vitamina E ¢ seus vitameros sdo capazes de
modificar a expressdo génica de varios genes, assim como o grau de condensacao do
(AZZI et al., 2004).

Modificagdes no tamanho e condensagdo do DNA parecem ser fatores
importantes para o processo de migracao, onde células tumorais mais invasivas em

matrizes extracelulares possuem nucleos menores ¢ com material genético mais
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condensado (CALERO-CUENCA; JANOTA; GOMES, 2018). A florescéncia
diferenciada encontrada nas células tratadas talvez seja um indicativo de possiveis
modificagdes nesses parametros, corroborando com a diminui¢do da taxa de invasao
através da matriz extracelular e a ndo modificagdo da motilidade.

Com o objetivo de estudar de forma mais profunda as outras propriedades do
mix de tocoferois, utilizamos um modelo cujas carateristicas de agressividade se
assemelham ao tumor formado pelas células Hs578T, sendo este o tumor de Erlich,
onde o estudo da capacidade adjuvante foi propriamente estudada devido a
complexidade dos organismos vivos (LEHMANN et al., 2011; ZHAO et al., 2014).

Uma vez comprovado a limitada capacidade do mix de tocoferdis em afetar
diretamente as células da linhagem Hs578T, mas sabendo de suas potencialidades
imunoestimuladoras e moduladoras da resposta Th1, um possivel efeito adjuvante foi
levantado. Para isso, a suplementagdo com o mix de tocoferdis foi realizada em
camundongos portadores do tumor solido de Erlich e tratados com ciclofosfamida.

O grupo TSC demostrou um aumento tanto do consumo de ragdo, quanto um
maior aproveitamento alimentar. Sendo que estes dois parametros se unem para
explicar a menor porcentagem de massa corporea perdia. Esses dados demostram uma
possivel influéncia positiva dos tocoferois sobre os efeitos deletérios do tratamento
quimioterdpico e do processo de carcinogénese. A anorexia ¢ um dos principais efeitos
deletérios tanto do processo de carcinogénese quanto do proprio uso de
quimioterapicos, entre eles, a ciclofosfamida (NICOLINI et al., 2013).

Essa sindrome est4 diretamente ligada as repercussdes sistémicas causadas pelo
avango do processo cancerigeno (JIMENEZ et al, 2011). Além disso, o
hipermetabolismo causado diretamente pelo crescimento tumoral ou indiretamente
pelo processo inflamatorio sistémico também contribuem para esse fenomeno. Esse
efeito pode evoluir para um processo de caquexia quando a perda de massa corporea
chega a ser maior que 5% (FEARON et al., 2011).

O mecanismo pelo qual a suplementacao com tocoferdis pode ter afetado esses
parametros metabolicos sao diversos. Estudos demonstram que o vitdmeros alfa
tocoferol € capaz de reverter a perda de peso, desgaste muscular e alteragdes
moleculares provenientes do processo de caquexia induzida por TNF-alfa (BUCK;
CHOJKIER, 1996).

Han e colaboradores (2000) também observaram que o tratamento prévio de

camundongos com vitamina E foi capaz de reduzir os niveis séricos de TNF ¢ IL-6 em
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camundongos infectados com o virus influenza, sendo esta diminui¢ao diretamente
correlacionada com a prote¢do contra a anorexia, perda de peso e aumento de
sobrevida. Esses mecanismos podem estar em maior ou menor parte ligados aos efeitos
anti-inflamatorios dos varios vitameros da vitamina E (JIANG, 2014; PEKMEZCI,
2011; REITER; JIANG; CHRISTEN, 2007), que ao impedir uma hiperativagao
imunologia sist€émica protege o organismo dos efeitos deletérios, seja pelo controle
dos niveis de citocinas séricas ou seja pelo menor desgaste muscular causado por
elas(CHUNG et al., 2010; MOCCHEGIANI et al., 2014).

Outro ponto importante da repercussdo sistémica do céncer e os seus
tratamentos, s3o as mudangas no padrdo hematologico. Tal efeito parece estd
fortemente associada a ativacdo de células imunes por citocinas inflamatorias
(DIEDERICH; MORCEAU; DICATO, 2009; WEISS; GANZ; GOODNOUGH,
2019). Essa confluéncia de fatores faz com que a anemia ocorrera em mais de 40% dos
casos de cancer (KNIGHT; WADE; BALDUCCI, 2004). Esse sintoma, porém, pode
aumentar para até¢ 90% quando associado a quimioterapia, cuja acdo leva a diminuicao
da série vermelha e branca (TAS et al., 2002).

Sabe-se que a vitamina E pode agir como um fator de eritropoiese, sendo sua
deficiéncia correlacionada com uma baixa produg¢do de elementos figurados (FITCH;
DRAKE, 1980; JILANI; IQBA, 2011). Observar-se uma intensa produgdo de
leucdcitos no grupo TS fendmeno este ja relatado na literatura, que parece ser mantido
mesmo com a presenga do tumor (MARKO et al., 2009; MORIGUCHI, 1997).

Apesar de ocorrer uma intensa a¢cdo imunoestimulante devido a presenca dos
tocoferois, esse maior quantitativo de células imunes nao repercute na diminui¢ao do
tumor, pelo contrario, esta associado ao seu aumento. Isso provavelmente se deve a
intensa influéncia do tumor sobre as novas células produzidas, que ndo sao capazes de
modificar a imunoedi¢do do microambiente tumoral em prol do tumor.

O grupo TSC ¢ fortemente afetado pela ciclofosfamida provavelmente devido
ao seu efeito citotdoxico sobre linfocitos e sua atividade quelante (MAGNI et al., 1996;
VOELCKER, 2020). Apesar disso, a presenga dos tocoferdis € capaz de manter titulos
de leucdcitos maiores do que aqueles encontrados no grupo PC, demonstrando um
efeito adjuvante importante, embora nao estatisticamente relevante.

Para se entender o efeito adjuvante do mix de tocoferdis no microambiente
tumoral ¢ necessario compreender as fases do desenvolvimento do Ehrlich. O modelo

em questdo possui uma fase inflamatdria, uma fase de estabilizagdo ¢ um aumento
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exponencial de células tumorais, resultando em metéastase (FADEL et al., 2010;
FERNANDES et al., 2015). A suplementacao sem a presenca da droga padrao (grupo
TS) nao foi capaz de conter o desenvolvimento do tumor, mas sim agrava-lo. Esses
dados nos permitem inferir que o mix de tocoferdis nio foi capaz de conter o processo
inflamatorio decorrente da estabilizagao do tumor, (0-11 dias) indo de encontro com
as suas propriedades anti-inflamatorias (MOCCHEGIANTI et al., 2014).

Os vitameros também ndo foram capazes de conter o crescimento tumoral,
(11-17 dias), indo de encontro com suas propriedades antitumorais
(CONSTANTINOU; CHARALAMBOUS; KANAKIS, 2020; CONSTANTINOU;
PAPAS; CONSTANTINOU, 2008). A associagdo do mix de tocoferdis com a
ciclofosfamida, parece ndo ter influenciado a capacidade do quimioterapico de conter
o tumor. Tal efeito da droga padrdo se da na fase de crescimento exponencial do tumor
por se tratar de um agente alquilante (HARTMANN et al., 1995).

Os metabolitos da ciclofosfamida causam ligagdes entre as fitas do DNA
impedindo sua dindmica de fechamento e abertura, tanto para processos de transcri¢ao
quanto para replica¢do, o que culmina com a parada do ciclo celular, e em apoptose
(EMADI; JONES; BRODSKY, 2009).

A equivaléncia da cinética entre os grupos PC e TSC demonstram que os
tocoferéis ndo interferem na capacidade da ciclofosfamida de conter o
desenvolvimento tumoral. Essa ¢ uma preocupacdo valida, uma vez que os
mecanismos de agdo desse quimioterapico envolvem a producdo de espécies reativas
de oxigénio nas células tumorais e danos ao seu DNA (HARTMANN et al., 1995; LIU
etal., 2012).

Estes mecanismos sdo passiveis de serem influenciados pela vitamina E devido
a suas propriedades antioxidantes e protetoras do DNA (CLAYCOMBE; MEYDANI,
2001; E. GERBER, 2012). Apesar disso, o efeito antineoplasico foi mantido, assim
como demostrado em outros modelos (MUFAZALOVA et al., 2004; VINITHA et al.,
1995).

O aumento do tumor no grupo TS pode ser inferido, além do desenvolvimento
tumoral, pela produgdo de citocinas no ambiente tumoral. A producao de IL-12, IFN-
v, MCP-1 e a quase total auséncia de I1-10 no grupo controle, demostram a capacidade
do tumor de recrutar células para o sitio do inéculo assim como de manter um intenso
processo inflamatorio (FERNANDES etal., 2015; HAMSA; KUTTAN, 2011). O mix

tende a aumentar a produgao de IL-12, I[FN-y, MCP-1, levado a uma inflamagao nao
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resolutiva. Tal efeito pode ser causado pela grande influéncia do tumor sobre a
ativagao e produgdo das células imunes (FEITOSA et al., 2021).

No grupo TSC se observa uma tendéncia de aumento de IL-12, TNF-a, IFN-y
assim como de IL-10, além de um aumento de quase 3 vezes na relagdo IL-12/INF-y
em comparag¢do com o grupo PC. Parte desse feito pode ser explicado pela capacidade
da ciclofosfamida em “reiniciar” a resposta imunologica frente a um tumor em
desenvolvimento. Isso ocorre a sua alta toxicidade sobre linfocitos reguladores
(CD4+CD25) induzidos pelo tumor e pela capacidade de aumentar a populacio de
células dendriticas maturadas em detrimento das imaturas (WADA et al., 2009).

Esses fenomenos permitem o surgimento de uma nova resposta imunoldgica
contra o tumor, com a reativacao de linfocitos e células da resposta inata permitindo o
controle ¢ at¢é mesmo a eliminagdo do tumor (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009;
GHIRINGHELLI et al., 2004; WADA et al., 2009).

Essa carateristica da ciclofosfamida explicaria a modificagdo das citocinas
inflamatérias no grupo PC, um indicio de uma nova resposta imune em formagao, livre
da influéncia do tumor. Somado a isso, a presenca dos tocoferdis poderia modular essa
resposta devido ao sua capacidade de: a) potencializar a expansao clonal via producao
de IL-2, b) aumento da responsividade frente a mitégenos, ¢) aumento da produgao de
IFN-y, d) melhora da sinapse imunoldgica e ¢) modulacdo pro resposta Thl (PAE;
MEYDANI; WU, 2012). A jun¢do das propriedades da ciclofosfamida e dos tocoferdis
parecem propiciar a formag¢ao de uma resposta imune diferenciada.

Outro ponto importante a se levar em conta e a tendéncia do aumento da
producao de IL-10. Apesar do seu papel imunossupressora, sua producao também esta
diretamente ligada ao controle do processo inflamatorio (DENNIS et al., 2013;
MANNINO et al., 2015; ZHAO et al., 2015). Essa regularizacdo ¢ necesséria para
impedir efeitos deletérios da resposta imune efetiva como também do préprio controle
do processo inflamatorio causado pelo desenvolvimento tumoral (DENNIS et al.,
2013).

Certos modelos apontam que as proprias células Thl sdo capazes de produzir
IL-10 como forma de autorregulardo, evitando possiveis efeitos deletérios sistémicos
decorrentes de sua ativagdo (COPE et al., 2011; MUMM et al., 2011; VIEIRA, 2007).
Esses dados nos permitem teorizar que o balango entre as citocinas pré inflamatorias
e a regulacdo feita através da IL-10 no grupo TSC foi capaz de permitir a organizagao

de uma resposta antitumoral controlada. Esse fendmeno evidencia os efeitos
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adjuvantes benéficos do mix de tocoferois, evidenciados nos parametros nutricionais
e hematopoiéticos, que apesar de estarem contidos no microambiente tumoral,
parecem ter repercussoes sistémicas.

Em relagdo as citocinas encontradas no soro, o padrao de resposta ndo foi
claro. Apesar disso, ¢ possivel notar que o grupo TSC possui uma diminui¢ao dos
niveis séricos de IL-6. Essa citocina possui um papel dubio nas repostas imunes,
porém, seu nivel elevado estd associado a processos inflamatorio cronicos e a um
padrdo Th2 (HIRANO, 2021). A diminui¢do dessa citocina no grupo TSC parece
corroborar com a modulagido em dire¢do da resposta Thl e também poderia explicar a
menor perda de massa corporal nesse grupo, uma vez que IL-6 em excesso e/ou
produzida de forma constante esta associado a caquexia (CARSON; BALTGALVIS,
2010).

Considerando o perfil de citocinas gerado pelo efeito adjuvante dos tocoferdis,
fizemos a avaliacdo fenotipica das células para confirmar o possivel padrao de resposta
Thl. A fenotipagem do bago deixa claro que a suplementagao isolada nao foi capaz de
alterar as populagdes de linfocitos helps, citotoxicos ou NKs ativadas de forma
significativa. Porém, quando utilizado em conjunto da ciclofosfamida, ocorreu um
aumento das células imunes ativas. A presen¢a de células imunologicas ativas pode
ser vantajosa uma vez que muitos tumores sdo capazes de causar sua inativagdo por
processos imunosupressores(WHITESIDE, 2012).

Esses processos de imunossupressdo estdo associados a formacdo de uma
resposta reguladora favoravel ao tumor, relacionada ao recrutamento e ativagdo de
células T e B reguladoras. Essas células sdo respostdveis pela manutencdo de uma
inflamacdo cronica incapaz de se tornar resolutiva, geralmente percebida pela falta de
moléculas co-estimulatorias nas células imunes, citocinas regulatorias, falta de
citocinas da resposta Th1 e a inativagdo da resposta inata (DHATCHINAMOORTHY;
COLBERT; ROCK, 2021; REUTER et al., 2010; WHITESIDE, 2012). Esse cenario
parece ser o encontrado no grupo TS.

O efeito adjuvante do mix de tocoferdis fica evidente quando percebemos que
as pequenas modificagdes do padrao de citocinas encontrados no microambiente
tumoral repercutem de forma intensa na ativagdo de linfocitos T auxiliares e linfocitos
T citotéxicos, assim como células da imunidade inata, demostrando um padrao Thl,
com uma possivel capacidade de eliminar o tumor (HINRICHS; ROSENBERG,
2014).
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Além das vias de reconhecimento e ativacdo dependentes dos complexos de
histocompatibilidade I e II utilizados pelos linfécitos CD8+ e CD4+ respectivamente,
a utilizagdo da ciclofosfamida juntamente com o mix de tocoferdis foi capaz de
quadruplicar a popula¢do de células NK ativadas, uma populacdo celular cujas vias
reconhecimento e eliminag¢do diferem dos acima citados.

A estratégia de eliminagdo empregada por esse subtipo celular consiste na
detecgdo da baixa expressio do MHC de classe I juntamente com a alta expressao de
moléculas de stress como os relacionados a familia NKG2D (BOTTINO et al., 2004),
tal padrdo relativamente comum em células infectadas por virus e células tumorais
(HORST et al., 2011; K; M, 1998).

Essa caracteristica torna as células NK particularmente efetivas em tumores
que tenham evadido o sistema imune pela deple¢do do MCH de classe I como
estratégia evolutiva para escapar da eliminagdo dos linfocitos CD8+ como parece ser
o caso do tumor de Ehrlich (CHEN; WATKINS, 1970; QUEZADA et al., 2011). Sua
presenca poderia explicar o melhor desempenho na contengdo do tumor por esses
grupos, assim como o padrao de citocinas encontrado.

Em linhas gerais, podemos concluir que a combinagdo do mix de tocoferois
juntamente com ciclofosfamida ¢ capaz de atenuar alguns dos efeitos colaterais deste
quimioterapico, em particular o agravamento da caquexia, anemia e leucopenia. Além
disso, sua modula¢do no padrdo de citocinas, embora pequeno, parece se relacionar
com um melhor padrdo de ativa¢do das células imunes, notadamente em dire¢do a uma
reposta Thl.

Especula-se que um maior numero de animais nos grupos experimentais
poderia tornar a tendéncia encontra no padrdo de citocinas mais contundente dada a
variacdo encontrada nessa abordagem. Além disso, o estudo do padrdo de ativacao das
células no microambiente tumoral poderia relevar mais informagdes sobre a
modulacio observada.

Em experimentos futuros sugere-se que as analises se foquem no local do
tumor e que a presenca de células reguladoras como Treg e células supressoras
derivadas da linhagem mieloide (MDSCs) seja analisada. Essa abordagem poderia
permitir um melhor entendimento dos mecanismos de reiniciagdo da resposta imune
pela ciclofosfamida e a modulacdo pr6 Thl induzida pelos tocoferdis, talvez relevando

seus mecanismos imunoldgicos.
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5.Conclusao

Levando-se em conta os dados levantados, podemos concluir que o mix de
tocoferois utilizados nesse estudo nao foram capazes de exercer um efeito direto sobre
as células Hs578T, tendo apenas efeitos pontuais sobre sua invasibilidade. No modelo
in vivo o mix de tocoferdis apresentou um efeito adjuvante no tratamento com
ciclofosfamida, melhorando os parametros nutricionais, hematolégicos e induzido
ativacdo das células imunes, a favor de uma resposta Thl.

Essa modulacdo parece ser possivel, apenas quando levamos em conta o efeito
a capacidade do quimioterdpico de anular a resposta imunolédgica previa produzida
e/ou influenciada pelo tumor. A resposta subsequente ¢ teoricamente favoravel a
eliminacdo de células tumorais que tenham escapado ao efeito do antineoplasico.

Tendo em vista que a ciclofosfamida e utilizada de forma rotineira no
tratamento oncoldgico e que o uso da vitamina E ¢ usado como suplementacdo
nutricional nesses pacientes, a combinacdo das duas abordagens ndo estaria fora da
realidade dos tratamentos antitumorais. Essa abordagem poderia levar a formulagao
de um tratamento mais seguro e com propriedades imunomoduladoras positivas além

de financeiramente viaveis.
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The immunological and the anti-Leishimania amazonensis activity of babassu-loaded poly(lactic-co-glycolic acid) [PLGA]
microparticles was evaluated. The anti-Leishmania activity was evaluated against promastigotes or amastigotes forms, in Balb/c
macrophages. The size of the microparticles ranged from 3 to 6.4 ym, with a zeta potential of -25 mV and encapsulation efficiency
of 48%. The anti-Leishmania activity of the PLGA microparticles loaded with the aqueous extract of babassu mesocarp (MMP)
(IC,,) was 10-fold higher than that free extract (Meso). MMP exhibited overall bioavailability and was very effective in eliminating
intracellular parasites. MMP also reduced ex vivo parasite infectivity probably by the increased production of nitric oxide, hydrogen
peroxide, and TNF-& indicating the activation of M1 macrophages. The overexpression of TNF-er did not impair cell viability,
suggesting antiapoptotic effects of MMP. In conclusion, babassu-loaded microparticles could be useful for drug targeting in the
treatment of leishmaniasis, due to the immunomodulatory effect on macrophage polarization and the increased efficacy as an
anti-Leishmania product after the microencapsulation. These findings are of great relevance since the development of new drugs
for the treatment of neglected diseases is desirable, mainly if we consider the high morbidity and mortality rates of leishmaniasis
worldwide.

1. Introduction

Leishmaniasis is a protozoan infection that is transmitted by
a sandfly bite to man and other vertebrates. According to the
‘World Health Organization leishmaniasis is considered one
of the most important neglected diseases, since it is endemic
in 84 countries, with high prevalence in tropical areas of the
world [1].

The currently available treatments for leishmaniasis have
been considered unsatisfactory because of the high preva-
lence of parasite resistance and high toxicity [2-4]. For

this reason, different groups have been investigating new
approaches and novel treatments in an attempt to discover
products and formulations with anti- Leishmania activity that
are, at the same time, safe and effective, to be used instead of
the conventional treatment or concomitantly as an adjuvant
therapy [5-7].

Ethnobotanical data have shown the use of babassu
mesocarp both as food and as medicine for the treatment of
inflammation, gastric ulcers, rashes, and vulvovaginitis [8].
The aqueous extract of babassu mesocarp possesses several
therapeutic effects already proven in preclinical trials such as
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Dendritic cells (DCs) are the most efficient antigen-presenting cells and link the innate immune sensing of the environment to the
initiation of adaptive immune responses, which may be directed to either acceptance or elimination of the recognized antigen. In
cancer patients, though DCs would be expected to present tumor antigens to T lymphocytes and induce tumor-eliminating
responses, this is frequently not the case. The complex tumor microenvironment subverts the immune response, blocks some
effector mechanisms, and drives others to support tumor growth. Chronic inflammation in a tumor microenvironment is
believed to contribute to the induction of such regulatory/tolerogenic response. Among the various mediators of the modulatory
switch in chronic inflammation is the “antidanger signal” chaperone, heat shock protein 27 (Hsp27), that has been described,
interestingly, to be associated with cell migration and drug resistance of breast cancer cells. Thus, here, we investigated the
expression of Hsp27 during the differentiation of monocyte-derived DCs (Mo-DCs) from healthy donors and breast cancer
patients and evaluated their surface phenotype, cytokine secretion pattern, and lymphostimulatory activity. Surface phenotype
and lymphocyte proliferation were evaluated by flow cytometry, interferon- (IFN-) y, and interleukin- (IL-) 10 secretion, by
ELISA and Hsp27 expression, by quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Mo-DCs from cancer patients presented
decreased expression of DC maturation markers, decreased ability to induce allogeneic lymphocyte proliferation, and increased
IL-10 secretion. In coculture with breast cancer cell lines, healthy donors’ Mo-DCs showed phenotype changes similar to those
found in patients’ cells. Interestingly, patients’ monocytes expressed less GM-CSF and IL-4 receptors than healthy donors’
monocytes and Hsp27 expression was significantly higher in patients’ Mo-DCs (and in tumor samples). Both phenomena could
contribute to the phenotypic bias of breast cancer patients’ Mo-DCs and might prove potential targets for the development of
new immunotherapeutic approaches for breast cancer.

1. Introduction tolerogenic response [1-3]. In cancer context, DCs are
crucial for the induction of a potent immune response;
Dendritic cells (DCs) are mononuclear phagocytes, special- ~ on the other hand, defects in their differentiation/matura-

ized in antigen presentation to naive T cells and, consequently, ~ tion can be favorable to tumor escape [4]. The complex
to initiation and control of immunity in immunogenic or  relationship between tumor cells and the host immune
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Abstract

Objectives: The purpose of this study was to evaluate the effect of gabapentin on Ehrlich tumor growth in Swiss
mice, a highly aggressive and inflammatory tumor model. Mice were grouped into sets of 5 animals and treated from
days 2 to 8 with gabapentin 30 mg/kg body weight (G30) or 100 mg/kg body weight (G100), or normal sterile saline
(contral).

Results: The mice were euthanized on day 10. Tumor growth, tumoricidal agents and inflammatory cytokines levels
were assessed. At day 10, G30 and G100 mice gained weight, but there were no differences in tumor cell count or in
ascites volume. In G100, there was a reduction in arginase and an increase in 5OD activities. There was an increase in
IL-6 and MCP-1 levels, especially in G100, but no alterations in TNF-a. There was no direct evidence of tumor induction

by gabapentin. However, the findings suggest that its use modulates immune response to a more effector and less
deleterious profile, with increase in activity of anti-oxidant enzymes and in cytokines that favor activation of mac-
rophages, which could improve the general status of the tumar host.

Keywords: Gabapentin, Tumor growth, Cytokine, Arginine, SOD, Ehrlich tumor

Introduction

Pain is one of the most common and dreaded symptoms
in cancer [1]. Guidelines to assist in the management of
cancer pain have been developed by the World Health
Organization (WHO) more than 20 years ago. They are
based on an analgesic ladder, which includes the use of
opioid and non-opioid analgesics [2].

Morphine is the most frequently used opioid for the
treatment of cancer pain worldwide. However, induction
of tumor growth seems to be a potential side effect asso-
ciated with its use [2]. An interesting option to reduce

*Correspondence; pliniocunhaleal@hetmail. com

* Rua das Boninas, Bloco 2, apartment 1202, condominio lle Saint Louis,
S&o Luis, MA 65077-552, Brazil

Full list of auther inforrmation is available at the end of the article

B BMC

total opioid dose is the addition of gabapentin. Gabap-
entin is a first-line drug for the treatment of neuropathic
cancer-related pain and a non-opioid adjuvant in the
treatment of nociceptive cancer pain [1, 3, 4].

However, the effect of gabapentin in the activity of argi-
nase and nitric oxide (NO) synthase, essential enzymes
for normal and malignant cells growth, proliferation and
survival, need to be studied to evaluate a possible pro or
anti-tumor effect [5, 6].

Bugan et al. [7] suggest possible detrimental effects of
higher doses of gabapentin in tumor angiogenesis and
growth. In addition, Camara et al. [8] demonstrated
increased inflammatory response and higher cytokine
levels associated to gabapentin use in rats submitted to
sciatic nerve constriction.

© The Author(s) 2019. This arficle is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 Intemational License
(http://creativecornmons.org/licenses/by/4.07), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commaons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commaons Public Domain Dedication waiver (http//creativecommons.arg/
publicdomain/zero/1.04) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated,
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ABSTRACT

Ruthenium ¢ are being considered as novel ch h ic alternatives for cancer treatment. In our
study, we assessed the antitumoral activities of novel ruthenium complexes coupled to the amino acids proline
(RuPro) and threonine (RuThr) in prostate tumor cell lines (DU145) and breast (MCF7), and normal cell lines of
the lung fibroblast (GM07492A). Our results revealed that the ECs, of the complexes for DU145 and MCF7 was
two times lower than that GM07492A. Moreover, RuPro and RuThr were not able to induce significant genomic
instability, cell cycle arrest or cell death in GM07492A, but could induce DNA damage, arrest in G2/M and
apoptosis in DU145 and MCF7. Furthermore, BAX, TP53 and ATM were found to be upregulated in DU145 and
MCF7 treated with RuPro and RuThr, in which, a higher ASCT2 gene expression was also observed. Using
molecular docking, RuPro and RuThr interact with ASCT2, suggesting that this transporter might have a pivotal
role in the execution of their activities. Hence, our results with RuPro and RuThr are capable of selectively
inducing genetic damage, cell cycle arrest and apoptosis in DU145 and MCF7. We suggest that the selective
action of the RuPro and RuThr complexes is related to the higher expression of ASCT2 in the tumor cells.

1. Introduction

zinc (Pan et al., 2017) and iron (Estrada-Montano et al., 2017) have
revealed that they are potentially cytotoxic to different tumor cell lines.

Although cancer is the second deadliest disease in the world (Ferlay
etal., 2015), therapeutic options are still restricted, and some inorganic
compounds such as cisplatin and carboplatin are commonly being used
for the treatment of several types of cancers. However, due to a series of
adverse effects associated with the usage of these platin-based com-
pounds, investigation of new antitumor drugs is ongoing (Alama et al.,
2009; Albert et al., 2015). Studies on the complexes of copper, cobalt,

Herein, we will focus on ruthenium complexes that have been synthe-
sized and tested for different biological activities, including as pro-
mising drugs against several tumor cell lines (Mari et al., 2015; Pages
et al., 2015; Adeniyi and Ajibade, 2016).

The antitumor properties of the ruthenium complexes may have
different mechanisms of action. These mechanisms generally include
mitochondria pathways, death receptor-mediated pathways, and

* Corresponding author at: Laboratory of Genetics and Molecular Biology, Department of Biology, Federal University of Maranhao, Brazil.

E-mail address: israclhigino@hotmail.com (L.H. de Sousa).
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1. Introduction

Anacardium occidentale L. (family Anacardiaceae), commonly
known as the cashew tree, is a native Brazilian species that is widely
distributed in the northeastern region of the country, including the
State of Maranhdo. In addition to its medicinal properties, the plant
plays an important economic and social role (Cruz, 1985; Albuquerque,
1989; Lorenzi and Matos, 2002).

Different parts of A. occidentale such as the leaves, stem, fruits and
flowers have been used to elucidate the different ethnopharmacological
applications reported for this species. Anacardium occidentale is used in
folk medicine to treat infections, inflammatory diseases, diabetes,
diarrhea, and hemorrhage (Lorenzi and Matos, 2002). Silva et al.
(2016) demonstrated broad antimicrobial activity of the ethanolic ex-
tract obtained from the flowers of A. occidentale, which is possibly due
to the presence of alkaloids, saponins, phenolic compounds, and tan-
nins.

Sepsis is a severe public health problem and the leading cause of
death in intensive care units. This condition is characterized by high
lethality and it is estimated that over 17 million cases of sepsis occur
every year worldwide. During septic shock, endotoxins and exotoxins
activate resident endothelial cells and leukocytes. Monocytes and
neutrophils increase the production of inflammatory cytokines (IL-1f,
IL-6, and TNF-a), which results in generalized inflammation associated
with infection. Furthermore, the production of nitric oxide (NO) sig-
nificantly contributes to the progression of sepsis and septic shock, al-
though it is an important mediator of the host defense. Under un-
controlled inflammatory conditions, NO causes severe microvascular
damage and dysfunction (Angus and Poll, 2013; Hotchkiss et al., 2013;
Lerman and Kim, 2015).

Patients with sepsis frequently have chronic diseases such as dia-
betes mellitus. These patients are at a constant risk of bacterial colo-
nization, increasing the risk of skin and soft tissue infections and sepsis
caused by these microorganisms. It is therefore important to study the
elements of the immune response related to both conditions (Kacch
et al., 2006; Thomsen et al., 2005; Trevelin et al., 2017).

Considering the in vitro antimicrobial potential of A. occidentale, our
aim was to investigate whether the oral treatment with the ethanolic
extract of flowers can control bacterial growth and the systemic in-
flammatory response observed in sepsis induced by cecal ligation and
puncture (CLP) of diabetic mice.

2. Material and methods
2.1. Animals

Five-month-old male Swiss mice (n = 12/group) weighing 40g,
obtained from the Central Animal House of the Federal University of
Maranhdo (UFMA), were used. The animals were maintained at a
temperature of 23 = 1°C and humidity of 40-60% under a 12-h light-
dark cycle, with free access to water and ration until the time of in-
duction of experimental diabetes. All procedures were approved by the
Ethics Committee on Animal Use of UFMA (Approval No.
23115.009717/2015-10).

2.2. Plant species
Anacardium occidentale flowers were collected at the Campus of

UFMA, Sio Luis, Maranhdo, Brazil, and identified at the Atico Seabra
Herbarium (voucher n® 1050/SLS017213). The flowers were first dried
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Abstract: Pain is recognized as one of the main symptoms in knee osteoarthritis and is the main reason
why patients seek medical attention. Scoparia dulcis has been popularly used to relieve discomfort
caused by various painful conditions. The objective of the study is to evaluate the analgesic and
anti-inflammatory effect of the crude extract of 5. dulcis, in an experimental model of osteoarthritis.
The experiment was performed with Wistar rats divided into 4 groups with 5 animals each: healthy,
saline, crude extract, and meloxicam groups. Knee osteoarthritis was induced by intra-articular
injection of sodium mono-iodoacetate. First, clinical parameters of pain were assessed at days 0, 5, 10,
15, and 20 after induction. Second, the potential cyclooxygenase inhibition was evaluated, and the
cytokines of the synovial fluid were quantified. An in silico test and Molecular Docking tests were
performed. A histopathological evaluation was made on articular cartilage with safranin O staining.
The results showed that a 15-day treatment with crude extract reduced edema, spontaneous pain,
peripheral nociceptive activity, and proinflammatory cytokines in the synovial fluid. The highest
inhibition of cyclooxygenase 2 in the crude extract occurred at 50 ug/mL. The crude extract of S. dulcis
presents therapeutic potential for the treatment of osteoarthritis due to its anti-inflammatory and
anti-nociceptive action.

Keywords: Scoparin dulcis; Osteoarthritis; Pain; Inflammation; Treatment

1. Introduction

Osteoarthritis (OA) is a chronic, complex disease characterized by loss, alteration and progressive
degeneration of cartilage and subchondral bone; reduction of joint space; synovitis; pain, and formation

Molecutles 2019, 24, 3474; doi:10.3390/molecules24193474 www.mdpi.comfjournal/molecules
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This study is focused on the development of a nanodevice for loading and release of 5-Fluorouracil (5-FU) with a
view to improving its therapeutic efficiency, using as strategy the fabrication of a nanoconjugate through drug
anchorage on the surface of carbon quantum dots (CQD). Several physicochemical and analytical techniques
were employed to obtain info ion about materials morphology, structure, and optical properties. The results
indicated that the interactions between both entities resulted in good physicochemical properties and photo-
stability. Acid pH favored drug release, indicating a tendency to release 5-FU from 5-FU-CQD into the tumor
microenvironment. The cytotoxicity of CQD and 5-FU-CQD nanoconjugate was evaluated against normal human
lung fibroblast (GM07492A) and human breast cancer (MCF-7) cell lines. The CQD was non-toxic, indicating that
these materials are biocompatible and can be used as a nanocarrier for 5-FU in biological systems. For the 5-FU-
CQD nanoconjugate, it was observed a reduction in toxicity for normal cells compared to free 5-FU, suggesting
that drug anchoring in CQD reduced drug-associated toxicity, while for cancer cells exhibited an antitumor effect
equivalent to that of the free drug, opening perspectives for the application of this material in anticancer therapy.

1. Introduction

Noncommunicable diseases (NCDs) are the result of an association of
genetic, physiological, environmental, and behavioral factors that
currently account for 71% of all deaths globally. Cancer is the second
leading cause of deaths from NCDs [1], where predictions suggest that
by 2040, near to 16.4 million people will die of cancer, representing an
increase of 71.1% compared to 2018 estimative [2]. Nowadays,
chemotherapy is the most conventional approach for cancer treatment,
nevertheless, despite notable progress made in this area, this therapy
strategy shows many disadvantages like low therapeutic effectiveness,
poor bioavailability and, high non-productive drug distribution due to
the lack of specificity for tumors [3,4]. The non-selectively of anticancer
drugs leads to serious consequences such as undesirable side effects,
multiples drug resistance, and reduced drug concentration at the target
location [5,6].

Recently, nanomedicine has made remarkable efforts to overcome
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E-mail address: ana.alcantara@ufma.br (A.C.S. Alcantara).
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the drawbacks associated with traditional cancer therapies, enabling
substantial progress in basic research and clinical applications. The
development of smart drug delivery systems (DDS) based on nano-
particles (also referred to as nanocarriers) has demonstrated to be
capable to enhance chemotherapeutic drug efficiency due to theirability
to improve pharmacokinetics, reduce toxicities, controlling the release
and, delivering the active agent in a site-specific location [7-9]. These
nanosystems can also passively target and accumulate in solid tumors
due to enhanced permeation and retention effect, whereas drug con-
centration remained at safe levels in healthy tissues, enabling an in-
crease in therapeutic efficacy and reducing the side effects,
simultaneously [6]. Nano-DDS may also increase the stability and sol-
ubility of anticancer drugs which is of great importance since more than
40% of these drugs have poor water dispersibility. This is one of the
major limitations associated with intravenous administration of
chemotherapeutic agents, thus the association with nanomaterials can
increase the bioavailability and biodistribution of drugs [10]. As a result
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Abstract: Escherichia coli is an important pathogen responsible for a variety of diseases. We have
recently shown that Pic, a serine protease secreted by E. coli, mediates immune evasion by the
direct cleavage of complement molecules. The aim of this study was to investigate the action of
a Pic-producing bacteria in a murine model of sepsis. Mice were infected with Pic-producing E.
coli (F5) or F5Apic mutant. Animal survival was monitored for five days, and a subset of mice was
euthanized after 12 h for sample acquisition. The inoculation of Pic-producing bacteria induced
100% death within 24 h. The colony forming units count in the organs was significantly higher
in F5. Hematological analysis showed a decrease of total leukocytes. Nitric oxide and cytokines
were detected in serum, as well as on peritoneal lavage of the F5 group in higher levels than those
detected in the other groups. In addition, immunophenotyping showed a decrease of activated
lymphocytes and macrophages in the F5 group. Therefore, Pic represents an important virulence
factor, allowing the survival of the bacterium in the bloodstream and several organs, as well as
inducing a high production of proinflammatory mediators by the host, and concomitantly a cellular
immunosuppression, leading to sepsis and death.

Keywords: Escherichia coli; Pic; serine protease; virulence; sepsis
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Background. The Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio (NLR) and the Platelet-to-Lymphocyte Ratio (PLR) are inflammatory biomarkers
for several diseases, such as cancer and cardiovascular morbidities; however, there are currently few studies on kidney diseases. We
aimed to evaluate nondialysis patients and determine the association of NLR and PLR with inflammation in these patients. Methods.
A prospective cross-sectional study was conducted with 85 patients at different stages of chronic kidney disease (CKD), treated at the
Kidney Disease Prevention Center of the University Hospital of the Federal University of Maranhao. This study included adult
nondialysis patients diagnosed with CKD. The participants’ blood samples were collected for a high-sensitivity C-reactive protein (hs-
CRP) test and blood count. They were divided intotwo groups according to the presence or absence of inflammation based on the hs-
CRP value (<0.5 mg/dL). NLR and PLR were calculated based on the absolute number of neutrophils, lymphocytes, and platelets and
were compared between them and with hs-CRP. Statistical analysis was performed using the Stata software, with the Shapiro-Wilk,
Mann-Whitney, Spearman’s Correlation, and receiver operating characteristic curve tests. This study was approved by the local
ethics committee. Results. The participants were categorized into two groups: with inflammation (n=64) and without inflammation
(n=21). The mean age was 61.43+ 14.63 y. The NLR and PLR values were significantly different between the groups with and without
inflammation (p = 0.045and p = 0.004, respectively). However, only PLR showed a significant positive correlation with hs-CRP
(p = 0.015). The best cutoff point for NLR to detect inflammation was 1.98, with 76.19% sensitivity and 48.44% specificity. For PLR, it
was 116.07, with 85.71% sensitivity and 51.56% specificity. There was no significant difference between the area under the NLR and
PLR curve (0.71 vs. 0.64; p = 0.186) for this population. Conclusions. This study showed that PLR was positively correlated with hs-
CRP in nondialysis CKD patients and can be used to identify inflammation in this population.

1. Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by pro-
gressive and irreversible loss of renal function. It is a major
health issue worldwide, which leads to end-stage renal
failure (ESRD) [1]. A systematic review and meta-analysis of
observational studies revealed that CKD has an estimated
global prevalence between 11 and 13%, and in Brazil, this
prevalence, by population criteria, is between 3 and 6
millions of people [2, 3].

CKD has high morbidity and is associated with increased
cardiovascular mortality, with 5 to 10 million annual deaths
worldwide, followed by infections [1, 3, 4]. Inflammatory
processes play a key role in chronic kidney disease and are
considered a well-established risk factor for this pathology [5-8].

The chronic systemic inflammation in the CKD,
sometimes referred to as low-grade chronic inflammation, is
characterized by 2-3-fold increase of acute-phase protein
and inflammatory mediators, slow developing, persistent,
and of multifactorial origin [6, 8].
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
comI5SA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO INKIAL N G0 parecer: 36

PROJETO DE PESQUISA Registro do CEUA: 36/15
N“ do Protocolo: 23115.012986/2015-63
Data de entrada no CEUA: 15/10/2015

Parecer: APROVADO

1 - |eentiticagdo

Titulo do projeto:

ESTUDOS DE COMPOSTOS ORGANICOS E INORGANICOS NA MODULACAD DA RESPOSTA EM UM
MODELOS EXPERIMENTAL DE CANCER MURING

Identificagdo da equipe executora:

Coorcenacor: Profa. Dra. Ana Pauia Silva Azeveco; Colsboradoras: Frofa. Dra. Fiavia Raquel
Femande:s co Nascmento, Profa. MSc. Mayars Cristina Pinto ca Silve, Profa. M3c. Thiare Silve
Fortes ca Cunha

Instituigdo onde sera realizado:

Uriversidace Federal do Maranhio

Area tematica: Multicentrico: Data de recebimento:
Nao 15/10/2015
Cooperagao estrangeira: Data de devolugso
N3o 10/12/2015
11 - Objetivos:

E5tUCOZ G2 COM D050 OrZANICOS & iNorganicos ne modulacso o8 resposta imunitaris em um modeio
axperimantal de cancar murine.

Il - Sumario do projeto:

O projeto visa avaliar de que forma 2 suplementacdo com micronutrientes pode afetar o
dezempenho cas células imunes, straves da avaliagio de pardmetros importantes desta resposta.



Serdo uzados pars 03 ensaics 50 camundongos swiss (n=10/gruno) machos, com 60 cias de
idsde, cedicos pelo diotéric ca Universicade Federal do Maranhao. Os animasis serdo acaptsdos 20
diotério experimental por 3 cias, manticos em ambdiente com temperstura & umidade monitorada e
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com agus e ragao ac libitum. O consumo Ce liquido e de
aimento serio monitorados ac longo do experimento.

No desenho experimental, 0z animais serdo civicidos nos grupos: Grupo Controle (CTL| que
recederd por v.0. um volume Ce 200l de salina; Grupo Vitamina £ (Vit) que serdo tratacos com
vitamina £ na dose de 430pg/Kz, v.0. em 200pL; Grupo Selénio (Se) que sera administrado por v.o.
com Selenio na dose 3ps/Ke ; & o Grupo (VitiSe) que serdo tratacos com vitamina E e Seiénio nas
doses 430ps/Kg e 3pz/Ke, v.0. respectivamente. Entretanto, o tempo de tratamento serd feito de
forma peofilética, iniciando 7 dias antes co indculo e ce forma terapéutica, 800s 3 dias de inoculsgio.
O inoculo serd feito com 30pL ce uma suspensio de células de Tumor de Ehrlich em PSS, na

concentragdo de 11207 cétulas/mL.

IV - Comentario do relator frente 3 resolugdo N2 779 - CONSEPE e complementares em particular
sobre:

O projeto & conciso & segue as normas da resoligdo No 779 — CONSEPE. Os animais estardo sod
condicdes comtrolsdas e ndo propositsis de estresze. O metodos anestésicos, Grirgicos e de
autanasis 25t30 Ce 3COTdo COM 82 normas da Universidade Federal do Maranha3o = CONSEPE.

V - Pendéencias

Ausendas ce Pepdenciasz.

Vi - Recomendagdes:

Auséncia ce Recomendagdes.

VIl — Parecer consubstanciado do CEUA

O projeto provera caracterizacdo importante do papel da suplementagdo com micronutrientes sobre
as agdes do sistema imune, especificamente no processo carcinogénico. E, uma vez que obedecem
as normas éticas para sua execucao, o presente projeto esta Aprovado pela CEUA.

Sdo Luis, 10 /_Fevereiro___ /. 2016
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