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RESUMO

O céncer é uma doenga de abrangéncia global, sendo a segunda causa de morte na
populacdo. A lipogénese e a presenga de inumeros corpusculos lipidicos (CL’s) sdo
observagdes patoldgicas vistas em neoplasias. CL’s s&o organelas constituidas por
lipideos neutros e envoltas por uma monocamada de fosfolipideos, e exercem funcdes
como producdo de mediadores inflamatorios; seu maior numero em tumores esta
associado com a angiogénese e progressao neoplasica. O objetivo deste estudo foi
avaliar a formacdo de CL’s e a sintese de mediadores inflamatorios em linhagens
tumorais mamarias e em macréfagos estimulados com meio condicionado de 4T1 e
67NR, além de averiguar o perfil de macréfagos no modelo de interagdo cancer e
célula imune. Linhagens tumorais mamarias metastatica (4T1) e ndo metastatica
(67NR) foram mantidas em cultura sob condicdo padrdo e; macrofagos (Mg)
peritoneais foram retirados de camundongos C57BL/6, recebendo posteriormente os
pré-tratamentos com 1uM de GW, 5uM de rosiglitazona e 20nM de Rapamicina. Apos
30 minutos os Mg foram estimulados com os meio condicionado das linhagens
tumorais mamarias 67NR e 4T1, e acrescidos com o tratamento com GW,
rosiglitazona, rapamicina ou 100nM de vitamina D (VD). Dados apontaram na
citotoxicidade desencadeada pela VD na linhagem metastatica 4T1 nos tempos
analisados, além de sua administragao reduzir a formacado de CL’s em macrofagos
estimulados. Com relagdo ao uso do agonista (rosiglitazona) e antagonista (GW9662)
do PPARYy, fora observado um aumento na formacédo de CL’s mediado pelo uso da
rosiglitazona, ao passo que a redugcdo dessa organela foi observada e forma
significativa, no tratamento com GW9662. Preliminarmente a utilizagdo da
rapamicina, inibidor via mTOR, demonstrou reduzir a sintese de CL’s nas linhagens
tumorais mamarias, e o mesmo fenédmeno foi notado em macrofagos estimulados com
o sobrenadante das linhagens tumorais em ambos os tempos analisados. Citocinas
pré e anti-inflamatoérias foram dosadas no sobrenadante de macréfagos tratados com
rapamicina, demonstrando que a inibigdo da biogénese de corpusculos lipidicos é
independente da ativagdo de NF-kB, além de demonstrar uma modulag¢ao na resposta
de Mg estimulados com a linhagem metastatica (4T1) é dependente de tempo, uma
vez que, a responsividade antitumoral ocorreu no tempo de 48horas. A utilizagao
desses farmacos demonstrou ser efetivo na modulagdo do metabolismo lipidico, e
corroboram para novas estratégias terapéuticas em neoplasias.

Palavras-chave: Cancer. Corpusculo Lipidico. mTOR. PPARYy. Vitamina D.



ABSTRACT

Cancer is a disease of global scope, being the second leading cause of death in the
population. Lipogenesis and the presence of numerous lipid bodies (LBs) are
pathological observations seen in neoplasms. LBs are organelles composed of neutral
lipids and surrounded by a phospholipid monolayer, and exert functions such as
production of inflammatory mediators; their increased number in tumors is associated
with angiogenesis and neoplastic progression. The aim of this study was to evaluate
LBs formation and synthesis of inflammatory mediators in mammary tumor cell lines
and in macrophages stimulated with 4T1 and 67NR conditioned medium, and to
investigate the profile of macrophages in the cancer-immune cell interaction model.
Metastatic (4T1) and non-metastatic (67NR) mammary tumor cell lines were
maintained in culture under standard condition and; peritoneal macrophages (Mg)
were taken from C57BL/6 mice, subsequently receiving pretreatments with 1uM GW,
5uM rosiglitazone and 20nM Rapamycin. After 30 minutes the Mg were stimulated with
the conditioned media of the 67NR and 4T1 mammary tumor cell lines, and incresead
with the treatment with GW, rosiglitazone, rapamycin or 100nM vitamin D (VD). Data
pointed out in the cytotoxicity triggered by VD in the metastatic lineage 4T1 in the
analyzed times, besides its administration reducing the formation of LBs in stimulated
macrophages. Regarding the use of PPARy agonist (rosiglitazone) and antagonist
(GW9662), an increase in LB formation mediated by the use of rosiglitazone was
observed, while the reduction of this organelle was significantly observed in the
treatment with GW9662. Preliminarily, the use of rapamycin, an mTOR inhibitor, was
shown to reduce LB synthesis in mammary tumor cell lines, and the same
phenomenon was noted in macrophages stimulated with the supernatant of tumor cell
lines in both analyzed times. Pro- and anti- inflammatory cytokines were dosed in the
supernatant of macrophages treated with rapamycin, demonstrating that the inhibition
of lipid body biogenesis is independent of NF-kB activation, besides demonstrating a
modulation in the response of Mg stimulated with the metastatic lineage (4T1) is time-
dependent, since the antitumor responsiveness occurred within 48 hours. The use of
these drugs proved to be effective in modulating lipid metabolism, and corroborate new
therapeutic strategies in neoplasms.

Keywords: Cancer. Lipid Bodies. mTOR. PPARYy. Vitamin D
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER

Ha muitos anos o cancer emerge como um grave problema de saude publica
(EWING, 1929). Inumeros casos sdo diagnosticados em estagios avangados da
doencga, limitando as terapéuticas e possibilidade de cura sendo, portanto, a segunda
causa de morte da populagdo (MA e YU, 2006; NAGAI e KIM, 2017).

Causando cerca de 9,6 milhdes de 6bitos na populagdo mundial no ano de 2018,
o cancer pode ser compreendido como um grupo de doengas que apresentam
similaridades: o crescimento anormal de células, e a capacidade destas em invadir
regides adjacentes, processo esse, denominado metastase (WHO, 2013; WHO,
2018).

As células neoplasicas apresentam distintas propriedades quando comparadas as
células normais, tais como: capacidade proliferativa exacerbada, invasao tecidual e
evasao do processo de morte celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000; HANAHAN e
WIENBER, 2011). Essas caracteristicas devem-se ao somatoério de inumeras
anormalidades genéticas, acarretando a alteragcdo da funcgéo fisioldgica da célula
(FARIA e RABENHORST, 2006; NIKIFOROV e NIKIFOROVA, 2011).

Além de inversdes, delegbes e translocagdes em determinada regido génica, que
influem na proliferacdo celular e resisténcia ao processo apoptético, por exemplo,
outras anormalidades genéticas podem ocorrer, tais como: ativacdo de mutagdes
somaticas e metilagdo do DNA (POPESCU e ZIMONJIC, 1997, NIKIFOROV e
NIKIFOROVA, 2011; YOU e JONES, 2012; FOUAD e AANEI, 2017). Essas alteragbes
interferem em duas classes de genes reguladores do crescimento celular: os

protooncogenes e os genes supressores de tumor (SHEN et al, 2018).

Os protooncogenes sao genes normais vinculados a atividade regulatéria, que
quando mutados originam o0s oncogenes - que atuam sobre o ciclo celular, por
influenciar o crescimento e diferenciagao celular (OSBORNE et al, 2004; FERRARI et
al, 2006; MARTINEZ et al, 2006; PIEROTTI et al, 2017). Em contraste aos oncogenes,
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0s genes supressores de tumor atuam no reparo do DNA, suprimindo a formagéo de
massa tumoral e controlando, portanto, o crescimento demasiado (FRIEND et al,
1988; MARTINEZ et al, 2006; LEE e MULLER, 2010; ZHAO, VOGELSTEIN et al,
2013; SUN e ZHAO, 2013; CHEN et al, 2015; WANG et al, 2018).

Ha inumeras familias de genes supressores de tumor, os quais atuam como
fatores de regulagdo homeostatica (COLOMBO e RAHAL, 2009). Atualmente, as
terapias anticancer tem se baseado no controle da proliferagdo celular, ou seja, na
inducdo do processo apoptatico, visando a homeostasia (PFEFFER e SINGH, 2018).
Um dos farmacos amplamente utilizados no combate a neoplasia € a doxorrubicina,
uma antraciclina, empregada em cancros de mama, pulméo, linfomas, leucemias e
dentre outros (YANG et al, 2014; ZHAO e ZHANG, 2017; TAYMAZ-NIKERE et al
2018). Seu mecanismo de agao consiste na geracéo de radicais livres e inibigdo da
topisomerase Il — responsavel pelos processos de transcricdo, recombinacao e
replicacdo do DNA — ambos atuam concomitantemente, para o processo apoptético
da célula neoplasica, suprimindo, portanto, o crescimento demasiado de células
(GUANO et al, 1999; MINOTTI et al, 2004; THORN et al, 2011; ZHAO e ZHANG, 2017;
GORINI et al, 2018).

1.1 CANCER DE MAMA

O Cancer de Mama é um problema global, sendo a malignidade mais frequente
nas mulheres (RUSSO & RUSSO, 1995; HARBECK et al, 2019; TESAURO et al,
2019). De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o
numero de casos diagnosticados em 2018 em todo o mundo foi de 2,1 milhdes,
representando um aumento exponencial de casos, quando compara-se anos
anteriores (BRAY et al, 2018; YAGOUBHI et al, 2019).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o Triénio 2020-

2022 o surgimento de 625 mil novos casos de cancer. De acordo com 0s mesmos
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parametros, surgirdo 66.280 casos de cancro de mama a cada ano, representando
29,7% dos acontecimentos de cancer em mulheres (Figura 1) (INCA, 2020). Com
relacdo ao numero de mortes na populagcao brasileira em 2017, as maiores taxas de
mortalidade se encontravam nas regides Sul e Sudeste, com cerca de 14 ébitos a
cada 100.000 casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Prastata 65.840 28.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Calon & reto 20.520 8,1% Calon e reta 20,470 8.2%
Traqueia, bronguio e pulmdo 17.760 7.9% Colo do utero 16.590 7.4%
EstGmano 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5.6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Gléndula tireoide 11.850 54%
Estfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3.5%
Bexiga 7.580 3.4% Dwirio 6.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do Utero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linforma ndo Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2.6% Siatema nervoso central 5220 2.3%

Figura 1: Distribuicao por género, dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil em 2018 (Fonte:
INCA, 2020).

As possibilidades de tratamento s&o baseadas em analises como
heterogeneidade morfolégica, caracteristica histopatoldgica, idade da paciente e
estagio clinico; portanto quando descoberto precocemente, as possibilidades de cura
séo elevadas (TURASHVILI e BROGI, 2017).

Inumeros estudos experimentais de céncer de mama utilizam-se linhagens
celulares para mimetizar a neoplasia (EVANGELISTA et al, 2019). A linhagem 4T1 -
originalmente isolada por Miller - é transplantavel e de origem murina; sendo capaz
de metastizar rapidamente devido ao elevado indice mitdtico para outros sitios, os
quais incluem: pulméao, linfonodos, cérebro e ossos, ocasionando, portanto, estagios
avancados da doenga em humanos (DEXTER et al, 1978; LELEKAKIS et al, 1999;
PULASKI, 2001; TAO et al, 2008; SZTALMACHOVA et al, 2015; LIU et al, 2019).

O Cancer de Mama é considerada uma doenga heterogénea, sobretudo pelo seu
desenvolvimento em diversas regides da anatomia mamaria, respostas distintas a
terapéuticas, expressao génica e, manifestagbes clinicas e comportamentais
diferentes (STINGL e CALDAS, 2007). Avancgos nas técnicas de microarranjo do DNA,

permitiu diferenciar a neoplasia em subtipos moleculares denominados: HER2+, Triplo



20

negativo, Luminal A, Luminal B, Claudina Baixa e mama normal (CIQUEIRA et al,
2011, RAFFO et al, 2017).

As distingcdes moleculares entre os subtipos de cancer de mama estao associadas
com a expressao de alguns receptores, tais como: receptores de estrogénio (RE),
receptores de progesterona (RP) e expresséo da proteina ErbB-2 (Erb-B2 Receptor
Tyrosine Kinase 2) (SIMS et al, 2007). O subtipo triplo-negativo ndo expressa RE, RP
e ErbB2 e, possui uma natureza agressiva em comparagdo aos demais subtipos
moleculares; por apresentar uma rapida e mais agressiva metastase que reduz, a
sobrevida dos pacientes (CLEATOR et al, 2007; LI et al, 2020).

A denominagao de cancer triplo negativo (TN) foi utilizada primeiramente em 2005.
Essa terminologia representa um subconjunto de individuos que a terapéutica para a
neoplasia mamaria esta limitada apenas a quimioterapia, uma vez que, esses doentes
nao apresentavam a expressao de receptores hormonais para terapia hormonal
(BRENTON et al, 2005). Histologicamente classificado como carcinoma mamario
invasivo, o cancer TN apresenta prevaléncia em mulheres jovens, afro-americanas e,
que apresentam mutacdo no gene BRCA1 (FOULKES et al, 2010; BIANCHINI et al,
2016)

Células de adenocarcinoma triplo negativo, 4T1, apresenta reprodutibilidade em
modelo de carcinoma mamario humano, sobretudo por dois fatores: pela facilidade do
desenvolvimento de metastase a partir do tumor primario e, o desenvolvimento do
tumor primario no sitio correto apdés o transplante da célula tumoral (PULANSKI et al,
2000). Para analises comparativas, emprega-se linhagens tumorais murinas nao
metastaticas, tal como a 67NR (BOSILJCIC et al, 2019; NECKMANN et al, 2019).

Contrapondo-se a natureza invasiva e metastatica de 4T1, a linhagem 67NR é
tumorigénica e nao metastatica, permanecendo restrita ao sitio primario de
desenvolvimento tumoral (ASLAKSON e MILLER, 1992; LELEKAKIS et al, 1999).
Considerando aspectos da progressao tumoral e metabolismo lipidico, o estudo foi
conduzido pela utilizacdo destas duas linhagens celulares a fim de elucidar e

comparar as respostas aos tratamentos utilizados.
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1.1.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA AO CANCER

O sistema imunoldgico visa o combate a patdogenos e outros agentes infecciosos,
além de combater célula danificadas, sendo responsavel por manter a homeostasia
(CRUVINEL et al, 2010; GOLDSZMID et al, 2014). Esse sistema é caracterizado pela
imunidade inata e pela imunidade adaptativa, os quais diferenciam sobretudo, pelas
células e moléculas caracteristicas (ADAM et al, 2003; VISSER et al, 2006). No
entanto, em neoplasias, a doenca pode evadir esse mecanismo de resposta

permitindo, portanto, a sobrevivéncia das células cancerosas.

O sistema imune inato corresponde a primeira linha de defesa frente a patdogenos
e agentes estranhos (AKIRA et al, 2006; LIU et al, 2019). E reconhecida por ser uma
resposta rapida, e constituida por células dendriticas, macrofagos, células natural
Killer (NK) e mondcitos (ADAM et al, 2003; AKIRA et al, 2006; VISSER et al, 2006;
GRIVENNIKOV et al, 2010; LIU et al, 2019). Os principais mecanismos efetores dessa
resposta sao: fagocitose e processo inflamatério (CRUVIEL et al, 2010; GOLDSZMID
et al, 2014; GONZALEZ et al, 2018; LIU et al, 2019).

Desde 1863 autores correlacionam a inflamacdo com o desenvolvimento de
neoplasias (COUSSENS e WERB, 2002; LANDSKRON et al, 2014). Dados apontam
que aproximadamente 25% dos novos casos de cancer que surgem devem-se a um
processo inflamatorio crénico, isto €, caracterizado por ser de longa duragao; sendo
15% dos o6bitos relacionados a infecgcdes crénicas virais e bacterianas persistentes
(KARIN e GRETEN, 2005; MANTOVANI et al, 2008; KORNILUK et al, 2017).

O processo inflamatério se inicia quando padrbées moleculares presente nos
antigenos sao reconhecidos por células do sistema imune. Para o desenvolvimento e
resolugao do processo inflamatério, € necessario o recrutamento de células do
sistema imunoldgico, por exemplo: macréfagos, neutréfilos e eosindéfilos; aos sitios da
injuria - sendo desencadeados por fatores quimiotaticos, os quais incluem TGFj,
quimiocinas (MCP-1/CCL2; MCP-2/CCL8; MCP-3/CCL7), citocinas (IL-1B € TNF-a) e
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eicosanoides (COUSSENS e WERB, 2002; MEDZHITOV; 2008; MENDONCA e
COUTINHO-NETTO, 2009; PALOMINO e MARTI, 2015).

Os macrofagos séo células constituintes do sistema mononuclear e advindos dos
mondacitos (OTTAVIANI e FRANCESCHI, 1997; NORRIS e DENNIS, 2014, GORDON
e PLUDDEMANN, 2017). Estas células estdo amplamente distribuidas entre todos os
tecidos, cuja funcdo € permitir a homeostasia por atuar na fagocitose, nos processos
inflamatdérios e na remodelacdo tecidual que ocorre quando a inflamacado cessa
(KASAHARA e MATSUSHIMA, 2001; FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005; SERHAN e
SAVILL, 2005; BERCOVICI et al, 2019).

Em condi¢cdes adversas, mediante ao reconhecimento dos padrdes associados
aos patdégenos, macrofagos residentes secretam quimiocinas e citocinas inflamatérias
que irdo recrutar outras células, inclusive outros macréfagos, ao sitio da injuria. Uma
citocina produzida por macrofagos ativados e neutréfilos € o TNF-a (Tumor Necrosis
Factor). Essa citocina esta relacionada com a ativagdo das vias NF-kB e MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), acarretando a morte celular ou na sobrevivéncia
desta; possuindo uma dualidade frente a condi¢cdo fisiolégica, em neoplasias
(TANIGUCHI e KARIN, 2018). A producao constante de TNF-a esta relacionado a
caquexia e disseminagédo do tumor (SZLOSAREK e BALKWILL, 2003; BALKWILL,
2006; CRUSZ e BALKWILL, 2015).

A terminologia de TNF - fator de necrose tumoral - originalmente identificado em
1975, se deve a capacidade dessa citocina induzir a necrose em modelos de sarcoma
(CARSWELL et al, 1975; MONTFORT et al, 2019). TNF é uma proteina
transmembranar, na qual sua funcao citotdxica ocorre devido a interagédo com o seu
receptor, TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1) — expresso por quase todos os
tipos celulares - desencadeando a ativagédo de caspases (MOCELLIN e NITTI, 2008;
WAJANT e SIEGMUND, 2019).

Durante o estabelecimento do processo inflamatério, TNF atua na ativagcédo de
células endoteliais e na aderéncia e migragao leucocitaria na regidao acometida
(BERTAZZA e MOCELLIN, 2010). Em altos niveis, TNF inibe a proliferagao de células
endoteliais e consequentemente, a angiogénese; além de induzir necrose ou apoptose
de células tumorais (KLAGSBRUN e D’AMORE, 1991; WILSON e BALKWILL, 2002).
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Prevost-Blondel e cols (2000) demonstraram que a imunidade adaptativa também esta
associada a regressao tumoral, uma vez que, individuos knockout para TNF,

apresentaram um comprometimento das funcdes de linfocitos T.

Contrapondo a ac¢ao antitumoral, células tumorais e macréfagos podem produzir
de forma autdcrina TNF-a e; a expressao cronica desta citocina esta relacionado ao
crescimento e progresséo tumoral (MARTINS e SILVA, 1991; SHEEN-CHEN et al,
1997). A sintese de TNF-a pode desencadear a transcrigao de fatores relacionados a
invasividade e metastase, através da ativacdo de NF-kB. Outra atribuicdo pro-
tumorigénica associada a TNF-a é a alteracdo de um fendtipo celular, na qual as
células apresentam alteragées em sua morfologia e aspecto mesenquimal, além de

aumentar a migracao celular (CRUCERIU et al, 2020).

O macréfago apresenta dois perfis de classificagdo, baseados no estado de
ativacado e da natureza dos estimulos. Esses subtipos sdo denominados: ativagao
classica e alternativa, os quais apresentam papeis controversos em canceres
(MANTOVANI et al, 2002; WYNN et al, 2013; LIN et al, 2019; YU te al, 2019). Os
macrofagos ativados classicamente (M1) sédo predispostos a esse perfil via presencga
de IFN-y (Interferon Gamma), e exibem atividade microbicida pela produ¢ao de éxido
nitrico e enzimas lisossomais, além da ac¢ao antitumoricida, que é desencadeada pelo
processo inflamatoério. Em face, a via alternativa (M2) é desencadeada na presencga
das citocinas IL-4 e IL-13, possuindo um carater pré-tumorigénico, por favorecer o
processo angiogénico e reparo tecidual, visto que, possui carater anti-inflamatério
(Figura 2) (SICA et al, 2008; MEDREK et al, 2012; WANG et al, 2014; LIN et al, 2019).
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Figura 2: Polarizagdo Macrofagica (Fonte: RUSSELL et al, 2019)

O microambiente tumoral € composto por inumeras células, sendo proeminente a
existéncia de macréfagos de perfil anti-inflamatério (M2) (KELLY et al, 1988; KIM e
BAE, 2016; VOLODKO et al, 2019). Os macrofagos associados ao tumor (TAM)
contribuem para diversos mecanismos de evasao a resposta imunolégica, permitindo
a perpetuacdo do cancro, como por exemplo, através da secrecao de fatores
imunossupressores como arginase, IL-10 e TGF-3, os quais coibem a resposta imune
mediada por células T (GORELIK e FLAVELL, 2001; TERABE et al, 2003; BROWN et
al, 2017).

E demonstrado ainda a participagdo dos TAM no processo metastatico,
promovendo a angiogénese, isto €, a formacao de vasos sanguineos que nutrem o
tumor (SICA et al, 2008; LIN et al, 2019). Dentre os fatores pro-angiogénicos liberados
pelos macrofagos associados ao tumor estdo: VEGF-A (vascular endothelial growth

factor - A), TNF-a (tumor necrosis tumor alpha), metaloproteinases de matriz, IL-13
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(Interleucin 1 beta) e; a ativag&o de ciclooxigenase-2 (COX2) — enzima precursora de
mediadores inflamatorios (VALKOVIC et al, 2002; RIABOV et al, 2014; KIM e BAE,
2016; LARIONOVA et al, 2019).

Caracterizado pelas fases de eliminacao, equilibrio e escape; a imunoedicéo é
uma teoria que descreve a capacidade do sistema imunolégico em moldar o perfil
antigénico de tumores devido a uma pressao seletiva. A imunoedigdo é um processo
continuo que descreve a agdo ambigua do sistema imune no combate a
tumorigénese, sendo iniciado pela fase de eliminacdo (VESELY et al, 2011; DE
SOUZA SILVA et al, 2021).

Na etapa de eliminagdo, estdo envolvidas células do sistema imune inato e
adaptativo que atuam na deteccdo e eliminacdo células neoplasicas. Com o
reconhecimento de células tumorais, ocorre recrutamento de células da imunidade
inata através da producdo de IFN-y — citocina importante na ativacido de vias
sinalizatérias. As ativacao dessas vias correlaciona-se a produgao de moléculas pro-
apoptadticas e liberacdo de mediadores inflamatérios que, desencadeiam a apoptose
de células tumorais e posteriormente, antigenos tumorais s&o liberados; acarretando
a ativagao do sistema imune adaptativo (SCHREIBER et al, 2004; O'DONELL et al,
2019). Algumas células tumorais podem persistir apés a etapa de eliminagao,

entrando na fase de equilibrio.

O equilibrio é a segunda fase da imunoedi¢cdo. Ele consiste na dorméncia de
células tumorais, que nao apresentam crescimento celular devido ao equilibrio
estabelecido com as ag¢des do sistema imunolégico, podendo persistir por um longo
periodo em estado de laténcia (VESELY et al, 2011). O estabelecimento e
desenvolvimento tumoral se deve a fase de escape. O escape consiste na
irresponsividade das células neoplasicas as agdes do sistema imunoldgico devido a
alteracdes genéticas expressas, levando a proliferagao celular e redugao na sobrevida
do paciente (DUNN et al, 2002).

Os mediadores inflamatérios sdo moléculas secretadas que atuam na eliminagao
da injuria — por exemplo, as células tumorais - através da inflamagédo. Para a
resolugao da resposta, ha a substituicao das prostaglandinas por lipoxinas, na qual

essas ultimas, inibem o recrutamento de neutréfilos e promovem o recrutamento de



26

monacitos, que removem as células mortas e iniciam a remodelagéo dos tecidos (LEVI
et al, 2001; MEDZHITOV, 2008).

As prostaglandinas s&do mediadores inflamatorios advindos do metabolismo do
acido araquidbénico (STEIN-WERULOWSKY, 1974). Em neoplasias, as
prostaglandinas desempenham papel na promog¢ao e progressao do tumor, visto que
promove o processo angiogénico, isto €, a formacao de vasos sanguineos, os quais
permitem a nutricdo do tumor e metastase (WANG e DuBOIS, 2006; NAKANISHI e
ROSEMBERG, 2013). As prostaglandinas podem ser produzidas e localizadas no
interior de organelas denominadas corpusculos lipidicos (CL’s), sendo objeto de
alguns estudos que vém inferindo a participacao dessas organelas na progresséo
tumoral (ACCIOLY et al, 2008; BOZZA e VIOLA, 2010; PETAN et al, 2018).

1.2 CORPUSCULO LIPIDICO

Em regides de desenvolvimento tumoral, observa-se elevada formacdo de
organelas denominadas corpusculos lipidicos (CL); as quais sao sitios de localizagéo
e producdo de mediadores inflamatérios. Atualmente, inUmeros ensaios buscam
elucidar a correlagao destas organelas com o desenvolvimento neoplasico (DVORAK
et al, 1993; ACCIOLY et al, 2008; FAZOLINI et al, 2015, PETAN et al, 2018).

A lipogénese, sintese de acidos graxos, € uma observagao patolégica comumente
presente em neoplasias, (PIZER et al, 1998; SWINNEN et al, 2006). Primariamente,
os CL eram denominados apenas como reservatoérios de lipideos, desconhecendo-se
a importancia dessa organela na modulagédo de respostas a injurias, como cancer e
processos infecciosos (TIRINATO et al, 2017; CRUZ et al, 2019).

Os corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas circundadas por uma
monocamada de fosfolipideos, contendo em seu nucleo, lipideos neutros como:
diacilglicerol (DAG), triacilglicerol (TAG) e ésteres de colesterol (TAUCHI-SATO et al,
2002; D’AVILA et al, 2006; TOLEDO et al, 2016; DEN BROK et al, 2018; JARC e

PETAN, 2019). Os CL’s apresentam um monocamada de fosfolipideos, onde
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encontram-se associadas um grupo de proteinas, as quais podem ser: Perilipinas,
CIDE ou caveolinas que desempenham papel na formacdo e manutencdo dessas
organelas (Figura 3) (MIURA et al, 2002; BICKEL et al, 2009; CRUZ et al, 2019).

Monocamada de
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Figura 3: Estrutura dos Corpusculos Lipidicos. (a) CL em células PC-3 marcados com BODIPY (Fonte:
adaptado de NARDI et al, 2019). (b) Estrutura dos CL’s (Fonte: OLZMANN e CARVALHO, 2018).

As perilipinas (antigamente denominadas proteinas PAT) € um grupo de proteinas
estruturais associadas a membrana dos corpusculos lipidicos, sendo comporta por:
Perilipinas (PLIN1), ADRP (ou perilipina-2 ou adipofilina) e TIP47 (PLIN3) (MIURA et
al, 2002; ROBENEK et al, 2005; MARTIN e PARTON, 2006; ONAL et al, 2017;
ALMEIDA et al, 2018). Apesar das perilipinas representarem as proteinas mais
abundantes no corpusculo lipidico, sua ocorréncia é influenciada por uma gama de
condicdes, exemplificadas por: fase metabdlica da célula e desenvolvimento celular,
tipo tecidual e regulagéo transcricional (BRASAEMLE, 2007; ARRESE et al, 2014).

Com relacao a distribuicdo desta organela, € importante salientar que ela se
encontra amplamente distribuida entre os grupos, ndo sendo restrita portanto, a
adipdcitos. Diversos estudos vém relatando a existéncia de CL’s tanto em células
eucarioticas (plantas e mamiferos) quanto em células procariotas (ALVAREZ et al,
1996; BOZZA et al, 2009; FARESE JR e WALTHER, 2009; BOZZA et al, 2011;
WELTE, 2015). Outras terminologias referentes a CL’s sdo encontradas na literatura,

»on

tais como: "lipid bodies", "adiposomes”, "oil bodies" (empregados em estudos de algas
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e plantas) e "lipid droplets" na lingua inglesa (MARTIN e PARTON, 2006; THIAM et
al, 2013; MAEDA et al, 2017).

Além de ser estoque de lipideos, denotando uma funcionalidade energética; os
corpusculos lipidicos apresentam outras atribuicdes tais como: produgcdo de
mediadores inflamatérios (prostaglandinas e leucotrienos); trafico de membranas;
regulagao do metabolismo lipidico; sinalizag&o intracelular e resposta ao stress celular
(D’AVILA et al, 2006; BOZZA et al, 2011; JARC e PETAN, 2019). Os CL’s também
modulam respostas imunoldgicas, tal fato pode ser exemplificado com o bloqueio de
sua biogénese em regides hipoxias, que acarretam a ativagdo da via NF-kB e
consequentemente, eliminacdo de células neoplasicas devido a inflamacéao
ocasionada (ACKERMAN et al, 2018).

A biogénese de corpusculos lipidicos pode ser induzida por inumeros fatores, tais
como: estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, autofagia e inflamacéo. (BOZZA e
VIOLA, 2010; BENSAAD et al, 2014; JARC e PETAN, 2019). Em contrapartida, o
processo de biogénese ndo permanece completamente esclarecido, sendo a hipétese
mais aceita, que os CL’s provém do reticulo endoplasmatico (RE). De acordo com
essa teoria, entre a dupla membrana do RE, ocorre o acumulo de lipideos neutros e
posterior desprendimento por brotamento; isso justificaria entdo, o fato dos CL’s serem
organelas constituidas por uma monocamada de fosfolipidios (Figura 4) (MURPHY,
2001; MARTIN e PARTON, 2006; JOSHI et al, 2018; OLZMANN e CARVALHO, 2018).
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Figura 4: Biogénese dos Corpusculos Lipidicos (Fonte: NETTEBROCK e BOHNERT, 2020).
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Para analises de corpusculos em processos fisiolégicos e patoldgicos a
utilizacdo de microscopia de luz € de ampla importancia, poréem Melo et al. (2011)
destacam limitagcdes da técnica pelo fato de que algumas coloragdes utilizam o alcool
como fixador. A fixacdo dos corpusculos lipidicos deve ser realizada com fixadores
como o formaldeido (formalina), paraformaldeido ou glutaraldeido, em conjunto com
coloragao de tetroxido de 6smio ou com marcagdes fluorescentes, destacando-se:
BODIPY (B-Bodipy®FL C5-HPA), Oil red O (ORO) ou acido 1-pirenododecandico
(p96), dentre outros. O tetréxido de 6smio apresenta nitida visibilidade em microscopia
de luz e eletrdnica; sua interagdo a lipideos insaturados e a fosfolipideos promove a

sua reducao, apresentando coloragao enegrecida permanente (Figura 5).

Figura 5: Coloracao de Corpusculos Lipidicos. (a) tetroxido de ésmio (OsO4) em macrdéfagos (Fonte:
adaptado de MELO et al, 2011). (b) marcagédo com BODIPY (em verde) em fibroblastos murinos (NIH
3T3) em 24horas (Fonte: adaptado de CRUZ et al, 2019). (c) marcagdo com ORO, em vermelho, em
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células epiteliais (Fonte: adaptado de FAZOLINI et al, 2015). (d) marcagdo com Nile Red em Drosophila
(Fonte: adaptado de Bl et al, 2012).

Os corpusculos lipidicos medeiam resposta imunologicas por meio produgéo e
liberacdo de mediadores inflamatdrios, que sdo moléculas organicas que agem em
células inflamatérias e normais, desencadeando a inflamagdo. A partir do
pressuposto, € associado aos CL’s a localizagdo e produgdo de eicosanoides,
destacando-se prostaglandinas e leucotrienos. (WELLER e DVORAK, 1985; BOZZA
e BANDEIRA-MELO, 2005; MELO et al, 2013; ALMEIDA et al, 2018, D’AVILA et al,
2021).

Os eicosanoides provém da metabolizagado do acido araquiddnico (acido graxo, da
classe do 6mega 6, e constituido por 20 carbonos), presente em membranas celulares
(TALLIMA e EL RIDI, 2018). Para a obtengdo dos eicosanoides é necessario o
desprendimento do acido araquidénico (AA) da membrana ou dos CL’s, o qual é
realizado pela enzima Fosfolipase A: (PLA2). Apos se desprender, o AA é
metabolizado por dois sistemas enzimaticos: ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase
(LOX), as quais convertem em prostaglandinas, tromboxanos, lipoxinas e leucotrienos
(Figura 6) (WELLER e DVORAK, 1985; BROKE e PETERS-GOLDEN, 2007; BAENKE
et al, 2013).

A familia das fosfolipases é constituida por inumeras enzimas, no entanto, a
fosfolipase citosdlica (cPLA2) € a que apresenta maior afinidade ao acido araquidbnico
(JARC e PETAN, 2019). A ciclooxigenase € uma isoenzima é responsavel por originar
prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas; a qual apresenta dois isotipos: COX-1
e COX-2 (KHANAPURE et al, 2007; WANG e DuBOIS, 2010). A COX-1 é expressa
constitutivamente em todos os tecidos, no qual seus niveis basais, esta relacionada a
homeostase (DENNIS e NORRIS, 2015). Em contrapartida, a COX-2 & superexpressa
em sitios inflamatérios e tumores (DuBOIS et al, 1998; DEEP e SCHLAEPFER, 2016).

Algumas terapéuticas tém sido realizadas com base na coibi¢ao da ciclooxigenase
2, e consequentemente em corpusculos lipidicos, uma vez que, os CL’s estdo
associados a inumeras patologias. A técnica consiste na administragao de drogas anti-
inflamatodrias nao-esteroidais (AINES), que inibem a COX e, por conseguinte, seu

produto, as prostaglandinas. Bozza et al. (1996) demonstraram que o uso da aspirina
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coibiu a formagéo de CL’s (sitios de localizagdo e produgdo de prostaglandinas) em
eosinofilos e células polimorfonucleares; constituindo uma intervencéo viavel para
inflamagdes crdnicas; assim como a administracdo das AINES inibiram a biogénese

de CL’s em macroéfagos infectados por Trypanosoma cruzi no estudo de D’Avila et al
(2011).
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Figura 6: Sintese de mediadores inflamatérios (Fonte: WANG e DuBOIS, 2010).

Concomitante a formacao de corpusculos lipidicos tem-se associado o aumento
de mediadores inflamatérios, dentre eles, prostaglandinas em ambientes tumorais
(ACCIOLY et al, 2008; BOZZA e VIOLA, 2011; FAZOLINI et al, 2015; ALMEIDA et al,
2018). Estes prostandides provém da atividade da ciclooxigenase, em que a sintese
de PGE2 esta associada ao processo inflamatério, no qual ha o recrutamento de
células imunes para a regido do tumor (TILLEY et al, 2001; RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011). Em adigao, a prostaglandina E2, pode promover o cancer por
se ligar a receptores e induzir a sinalizacdo que controla a proliferagao celular,
angiogénese, migracao e apoptose (WANG e DUBOIS, 2006).
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Os leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs) sdo produtos da via do metabolismo do
acido araquidonico desencadeada pelas lipoxigenases. A obtengcdo destes
mediadores é estimulada por meio da oxidagdo do acido graxo, na qual a enzima 5-
Lipoxigenase (5-LO) promove catalise; convertendo o AA em 5-
hidroperoxieicosatetranoico (5-HEPTE). Deve-se mencionar a participagdo de um
intermediario instavel, o LTA4, o qual pode ser convertido a LTB4; ou ainda, conjugado
com demais substancias, ocasionando a produgédo de LTC4, LTD4, LTE4 (FUNK,
2005; BROCK e PETERS-GOLDEN, 2007; SANTOS et al, 2019).

A biogénese dos corpusculos lipidicos néo é relacionada apenas a desequilibrios
fisioldgicos ou com o acumulo de acidos graxos (lipotoxicidade), mas sim a um
processo regulado por uma gama de fatores que dependem do estimulo, do tipo
celular e condigao patolégica (BOZZA e BANDEIRA-MELO, 2005). A formagéo dessas
organelas esta intrinsecamente conectada a com vias de sinalizagdo, tais como
mMTOR; a receptores nucleares, PPAR; e a horménios, como a vitamina D (SALAMON
et al, 2014; RODRIGUES et al, em preparacéo).

1.2.1 MECANISMOS DE FORMAGAO DOS CORPUSCULOS LIPIDICOS

1.2.1.1 FORMAGAO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS VIA PPAR

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR) sao fatores de
transcricdo pertencentes a familia de receptores nucleares, que foram identificados
em 1990 e desempenham fun¢des na homeostase metabdlica ISSEMANN e GREEN,
1990; HAN et al, 2017). O PPAR apresenta trés isotipos que apresentam estruturas
similares e se distinguem pela atividade desempenhada e padrdes de distribuicéo:
PPAR-a (ou NR1C1), PPAR -8 (ou NR1C2) e PPAR-y (ou NR1C3) (MICHALIK et al,
2006; AHMADIAN et al 2013).

O PPAR- 0 esta presente em boa parte dos tecidos e regula o dispéndio de
energia, face que o PPAR-a é notado em locais com elevada B-oxidagao de acidos

graxos, como por exemplo, coragao e figado (VAN RAALTE et al, 2004; TYAGI et al,
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2011). O PPAR-y participa do processo adipogénico e é subdivido em isoformas,
conforme local de expressao desses fatores: PPARy1, o qual encontra amplamente
distribuido nos tecidos; PPARy2 sobretudo em tecido adiposo; PPARY3, expresso em
macrofagos e PPARy4 em células endoteliais (CELI e SCHULDINER, 2002; TYAGI et
al, 2011).

Estruturalmente, ambos os isotipos de PPAR apresentam os mesmos dominios
funcionais (MOTOJIMA, 1993; BOUGARNE et al, 2018). O dominio A/B, também
chamado de AF-1 (ligand-independent activation function 1) & responsavel pela
fosforilagdo do PPAR; ja o dominio D condiz a ligagao de cofatores, enquanto a regiao
C ou DBD (DNA binding domain) permite a ligagdo do PPAR com o PPRE (peroxisome
proliferator response elements) na regido do gene alvo (HAN et al, 2017; BOUGARNE
et al, 2018). PPAR regula uma gama de genes envolvidos na manutencdo da
homeostasia, sendo assegurada a transcri¢ao desses genes por meio do Dominio E/F
(também chamado de AF-2: ligand-independent activation function 2) (TAVARES et
al, 2007; KROKER e BRUNING, 2015).

A ativacado do PPAR ocorre mediante a alteracbes homeostaticas ocasionadas por
processos patofisioldgicos. A ativagdo do PPAR se inicia quando receptor e ligante se
conectam, no qual eicosanoides - prostaglandinas e leucotrienos, atuam como
ligantes (BERGER e MOLLER, 2002; TAVARES et al, 2007; WANG e DuBOIS, 2010).
Sucedendo a interagao entre receptor-ligante e a sua fosforilagdo, ocorre a interagéo
no dominio DBD entre PPAR e PPRE (que contém a sequéncia génica a ser
transcrita), onde a transcrigdo pode ser reprimida ou ndo, pelos cofatores (MICHALIK
et al, 2006; MARION-LETELLIER et al, 2016; HAN et al, 2017).

A funcao dos PPARs é atuar sobre genes que regulam o metabolismo de lipideos,
o processo inflamatdrio e a adipogénese — sintese de acidos graxos, isto €, cabe aos
PPAR’s a manutencdo da homeostase metabdlica da célula (SCHOONJAS et al,
1997; CHA e DuBOIS, 2007; AHMADIAN et al 2013; HAN et al, 2017). A partir do
pressuposto, varios estudos vém elucidando a correlagdo entre biogénese de
corpusculos lipidicos e PPAR (Figura 7) (DE ASSIS et al, 2003; BOZZA e BANDEIRA-
MELO, 2005; GORGA et al, 2017; JARC e PETAN, 2019).
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Figura 7: Sinalizacdo PPARYy (Fonte: Almeida et al, 2014).

Estudos vém demonstrando que este receptor age sobre a expressédo de genes
que atuam sobre as perilipinas, que sao proteinas estruturais associadas aos
corpusculos lipidicos e marcadores de diferenciagcdo de adipécitos (ARIMURA et al,
2004; DALEN et al, 2004; BICKEL et al, 2009). Arimura et al. (2004) demonstraram
que a expressao de perilipina estava associada com a expressdo de PPARY2 e,

portanto, com o aumento na formagao dos corpusculos lipidicos em adipdcitos.

Observagdes patolégicas em processos infecciosos denotam a alteragdo do
metabolismo lipidico e, consequentemente, aumento da biogénese de corpusculos
lipidicos (RAHBI et al, 2016). D’Avila et al. (2006 e 2007), demonstraram o aumento
de corpusculos lipidicos em macrofagos e eosindfilos pleurais induzidos pela infecgao
por Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG), bem como Almeida et al
(2009) em macrdéfagos infectados in vitro. Almeida et al. (2009) demonstraram que o
PPARYy regulou a produgéo de PGE2> em macrofagos infectados com BCG. A alteragao
lipidica acarretada e regulada pelo PPARy denota ser um importante mecanismo de
escape do patégeno (ALMEIDA et al, 2012; RAHBI et al, 2016; TOLEDO et al, 2016,
ALMEIDA et al, 2018).
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Inumeros fatores de estresse celular podem acarretar a biogénese de corpusculos
lipidicos, como por exemplo: hipdxia, estresse oxidativo, autofagia e disfungao
mitocondrial (PETAN et al, 2018; SHYU JR et al, 2018). Com relagdo a neoplasias,
os tumores se desenvolvem em regides hipdxias, sendo observadas a formacgao de
CL’s em tumores de mama, préstata, cérebro e renal (BENSAAD et al, 2014; QIU et
al, 2015). Laurenti et al. (2011) demonstraram que em hipdxia, a biogénese de
corpusculos lipidicos foi associada com a elevada expressdo de PPARa em
glioblastomas. Considerando, pois, a correlagéo entre cancer e CL’s, o PPARYy fator
que regula o metabolismo lipidico, pode vir a ser um bom alvo terapéutico, visto que

apresenta papel contrastante no desenvolvimento tumoral (YOUSEFNIA et al, 2018).

Adicionalmente, os PPARs fazem parte de uma superfamilia de receptores
nucleares, as quais incluem acido retindico e vitamina D (MOTOJIMA, 1993;
GRYGIEL-GORNIAK, 2014). Estudos conduzidos por Salamon et al. (2014)
demonstraram que a vitamina D regula o metabolismo lipidico, ao reduzir a biogénese
de CL’s em células THP-1 infectadas com Mycobacterium tuberculosis, acrescidos
que a vitamina D anulou a atividade de PPARy desencadeados por macréfagos

infectados.

1.2.1.2 EFEITO DA VITAMINA D NA FORMACAO DE CORPUSCULOS
LIPIDICOS

A vitamina D € um membro da familia de hormdnios esteroides que regula a
homeostase de calcio e fosfato, mineralizacdo Ossea, metabolismo lipidico e
respostas imunolégicas (KOLATA, 1975; FELDMAN et al, 2014; SALAMON et al,
2014; LI et al, 2018). A hipovitaminose D é um fendtipo comum na populagao, esta
associada a diversas enfermidades como: autismo e esquizofrenia, doengas
autoimunes e cancer (PLUM e DeLUCA, 2010; EYLES et al, 2013; SIRAJUDEEN et
al, 2019).
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Hipovitaminose é definida como niveis de vitamina abaixo dos valores de
referéncia, isto €, deficientes (THOMAS et al, 1998). Em 2017, a Sociedade Brasileira
de Endocrinologia e Metabologia alterou as concentragdes de referéncia para a
suplementacao de vitamina D (VD). A principio, valores ideais de suplementagdo em
uma populacéo saudavel era de 30ng/mL, sendo substituidos por acima de 20ng/mL.
Para grupos de risco, como portadores de doengas autoimunes, gestantes e idosos,
a suplementacéo ideal é entre 30 e 60ng/mL. Os grupos que apresentam
hipovitaminose, isto &, niveis de VD abaixo de 20ng/mL apresentam maior propensao

a raquitismo, osteoporose e fraturas.

A vitamina D é adquirida sobretudo pela exposicao solar, através da radiagcao UV-
B, e em menor proporgéo, através de ingestdo de alimentos como ovos e peixes
(SEDRANI et al, 1983; BOULION, 2017; PILZ et al, 2019). Alguns fatores podem ser
atribuidos a hipovitaminose entre os individuos, tais como: coloracdo da pele,
localizagdo geografica, habitos pessoais, que incluem alimentares e de exposi¢cao ao
sol (MITHAL et al, 2009). Entretanto, a hipervitaminose, ndo é um quadro desejavel e
sim téxico, por promover a hipercalcemia (MARCINOWSKA-SUCHOWIERSKA et al,
2018).

A VD apresenta duas formas: vitamina D3 (colecalciferol ou 1,25(0OH).D3) de
origem animal, enquanto a vitamina D2 (ergocalciferol ou 1,25(OH).D2) € de origem
vegetal (ZHANG e NAUGHTON, 2010; SIRAJUDEEN et al, 2019). A sintese da
vitamina D3 se inicia na pele, quando o precursor 7-dehidrocolesterol (7-DHC) é
convertido a pré-vitamina D3, através da enzima 7-dehidrocolesterol-redutase
(DHCRY?), a partir da incidéncia solar. Para coibir a toxicidade pela exposig¢ao
prolongada da radiagcdo UVB, pode haver a conversdo de dois produtos inativos:
taquisterol e lumisterol (ZHU e OKAMURA, 1995; NORMAN, 2008; CASTRO, 2011;
JEON e SHIN, 2018).

A pré-vitamina D3 € um composto termoinstavel, que sofre isomerizagéo térmica,
originando a VD3. A vitamina D3 entao é dirigida para o figado através da enzima DBP
(D-binding protein), sofrendo hidroxilagédo no carbono 25 pela enzima 25-hidroxilase,
originando ent&o, a 25-hidroxivitama D3 (25(OH)D3) (BORTMAN et al, 2002; PLUM e
DeLUCA, 2010; FELDMAN et al, 2014). A 25(0OH)Ds que é a forma circulante da
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vitamina D, se acopla a DBP, e é entdo carreada para locais onde a enzima 1-a-
hidroxilase ira transforma-la na forma ativa: 1,25(0OH)2D3 ou calcitriol (Figura 8) (PLUM
e DeLUCA, 2010; CASTRO, 2011; SIRAJUDEEN et al, 2019).
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Figura 8: Sintese de Vitamina D (Fonte: DEEB et al, 2007)

O efeito biolégico da vitamina D é desencadeado através da ativagdo de seu
receptor VDR (vitamin D receptor) (KATO, 2000; NORMAN, 2008). O VDR é um
receptor nuclear, que ao se ligar com alta afinidade a vitamina D regula genes
relacionados a diversas fungdes bioldgicas. A partir dessa jungéo, o calcitriol ocasiona
a fosforilagdo do VDR e heterodimerizagdo com uma das trés isoformas do receptor
RXR (retinoide-x-receptor). O complexo formado por RXR-VDR-calcitriol se liga ao
VDRE (vitamin D response elements) na regiao promotora, sucedido do recrutamento
de fatores de repressao ou ativagdo da transcricao génica (PLUM e DeLUCA, 2010;
FELDMAN et al, 2014). Ao contrario da ativagdo da VD por resposta gendmica que

pode perdurar por dias, os efeitos da via ndo-gendmica sdo associados em segundos



38

e se da pela interacdo entre vitamina D e o seu receptor localizado na membrana
plasmatica (JEON e SHIN, 2018).

Intrinsecamente, a vitamina D se associa a neoplasias por apresentar
caracteristicas anticarcinogénicas, regulando a proliferagéo, diferenciagcao e apoptose
celular. (KATO, 2000; BORTMAN et al, 2002). Os primeiros estudos relacionando a
interacao entre VD e cancer, denotam aproximadamente 80 anos, sendo que Garland
e Garland (1980), conduziram um estudo epidemiolégico demonstrando a correlagéo

inversa entre exposi¢ao solar e desenvolvimento do cancer de colon.

A 1,25(0OH)2D3 pode inibir a proliferagao de células neoplasicas por agao de alguns
mecanismos anticarcinogénicos. O primeiro é reduzir a expressao de EGF-R, e
aumentar a expressao de TGF-f3, levando a ativacdo de caspases — proteases que
participam do processo apoptotico (JEON e SHIN, 2018). Acrescidos a isso, sabe-se
a importancia de prostaglandinas no processo inflamatério e angiogénico, sendo que
a administracao de calcitriol leva a uma inibigdo de sua sintese, bem como de COX-2
enzima responsavel por sua produgdo (BOUILLON et al, 2006). Condizente aos
mecanismos de agado do calcitriol, Sabzichi et al (2017) demonstraram a redugéo
significativa da viabilidade celular de células MCF-7, com o tratamento conjunto de

doxorrubicina acrescido de vitamina D.

O metabolismo lipidico também € modulado por meio da vitamina D, sendo
correlacionados o0s baixos niveis a individuos obesos (BELL et al, 1985). A
1,25(0OH)2D3 atua sobre o processo de adipogénese e diferenciacdo de adipdcitos,
uma vez que, Ricciardi et al (2015) demonstraram que a vitamina D inibe a
diferenciacao de adipdcitos, em que o calcitriol correlaciona-se com niveis inversos

ao PPARYy, mostrando ser um regulador negativo do metabolismo de lipideos.

Outros estudos demonstraram que a VD regula negativamente a degradacgéo das
proteinas SREBP, que estao relacionadas com a lipogénese (ASANO et al, 2017).
Paralelamente, Li et al (2018) demonstraram a presenca de inumeros corpusculos
lipidicos nas células da musculatura esquelética de camundongos deficientes em
vitamina D, acompanhado do aumento da expressao de PPAR e perilipina 2 (proteinas

associadas aos CL’s) analisados no mesmo estudo. E em terapéutica para
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osteosarcoma, a combinacdo entre vitamina D e doxorrubicina, um farmaco
amplamente utilizado em neoplasias, demonstrou a inibigdo da via de proliferacéo e
sobrevivéncia celular: a mTOR — que possui atribuicbes no metabolismo lipidico
(MAAYAH et al, 2018).

1.2.1.3 INFLUENCIA DA VIA mTOR NO METABOLISMO LIPIDICO

A via mTOR (mammalian target of rapamycin) € uma serina-treonina quinase
que regula proliferagcao e sobrevivéncia celular, sintese de proteinas e metabolismo
(GUERTIN e SABATINI, 2005; SAXTON e SABATINI, 2017). Inumeras patologias sao
associadas a via mTOR como cancer, doencgas neuroldgicas e diabetes (HUA et al,
2019).

A historia da via mTOR se inicia na década de 1960 com a descoberta de uma
bactéria que apresentava um componente com propriedades antitumorais,
antifangicas e imunossupressoras, o qual foi posteriormente utilizado para usos
clinicos. A esse composto proveniente da bactéria Streptomyces hygroscopicus foi
denominado rapamicina (VEZINA et al, 1975; SAXTON e SABATINI, 2017). Na
década de 1990, analises bioquimicas apontaram o alvo da rapamicina em mamiferos,
sendo posteriormente designado mammalian target of rapamycin (nTOR) (BROWN
et al, 1994; SABATINI et al, 1994; LAPLANTE e SABATINI, 2012).

O mTOR apresenta dois complexos distintos: mTOR1 e mTOR2, os quais
podem ser ativados por diversos fatores, intra ou extracelulares, como por exemplo:
fatores de crescimento, aminoacidos, hipdxia, danos ao DNA e estresse (CHIANG e
ABRAHAM, 2007; HUA et al, 2019). Ambos os complexos apresentam grupo de
proteinas, as quais mMTOR e mLST8 (ou GBL) sdo compartilhados. Diferenciando os
complexos, mTOR1 é composto por proteinas raptor (regulatory-associated protein of
TOR) e deptor (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein), além de AKT1S1
(proline-rich AKT1 substrate 1). Enquanto, mTOR2, que é insensivel a rapamicina, é

caracterizado por proteinas deptor, rictor (rapamycin-insensitive companion of
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mTOR), mSIN1 (stress-activated protein kinase interacting protein 1) e protor 1/2
(protein observed with rictor) (LAPLANTE e SABATINI, 2012; PERL, 2016).

O processo de ativagcdo se inicia quando a mTOR recebe sinais da membrana
plasmatica por uma via de transducdo de sinais, que inclui a proteina quinase B
(PKB/AKT) e a proteina PI3K (phosphoinositide 3-kinases), dependendo do tipo
celular estudado. A sintese proteica deve-se, sobretudo, a fosforilagao de dois fatores-
chaves: S6K1 e 4EBP1, que regulam a transcricdo de genes relacionados a sua

funcdo efetora (Figura 9) (GINGRAS et al.,, 2001; CHEN e LONG, 2018).
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Figura 9: Via de sinalizagdo mTOR (Fonte: PERL, 2016).

Rapamicina ou Sirulimus, inibidor da mTOR1, tem sido amplamente utilizado
em terapéuticas por inibir a transcricdo de genes de proliferagcdo e sobrevivéncia;
porém mTOR2 mostra-se insensivel a acdo desse farmaco (JACINTO et al, 2004).
Seu processo de inibigdo na mTOR1 consiste na formagao de um composto ternario
entre mTOR-rapamicina-FKBP12, o qual rapamicina-FKBP12 se liga a mTOR e

suprime a fosforilagdo de S6K1 e 4EBP1e suas fungdes relacionadas (CHUNG et al,
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1992; SABATINI, 2006; TSANG et al, 2007). A inativagao desta sinalizagdo pode
ocorrer também na auséncia de estimulos, tais como: nutrientes e condi¢cdes de
estresse, promovendo a autofagia que € fundamental para respostas antitumorais
(CRUZADO, 2008).

Em cancer a sinalizagdo por mTOR esta relacionada intrinsecamente com o
desenvolvimento de neoplasias. Alteracbes desencadeadas, sobretudo, pela agao
dos oncogenes, podem acarretar a superexpressdao de proteinas relativas a
proliferagdo e crescimento celular, bem como na sintese de lipideos; ao passo que, a
autofagia pode ser regulada negativamente (DAZERT e HALL, 2011). A utilizagdo da
rapamicina e seus analogos tém sido uma abordagem terapéutica para diversas
desordens como o cancer, em que temsirolimus e everolimus, alguns dos analogos,
s&o utilizados em cancros renais e linfomas (DANCEY, 2010; KIM e GUAN, 2019). O
emprego do inibidor da mTOR demonstrou ser efetivo na reducdo do VEGF, uma
citocina importante na promogao da angiogénese e metastase, possuindo entdo agéo
antitumoricida (CRUZADO, 2008; TSANG et al, 2007).

A sintese lipidica mediada por mTOR1, é desencadeada por um mecanismo
dependente de S6K1 e pela ativacao de fatores transcricionais da proteina SREBP e,
portanto, com o crescimento celular (TAKElI e NAWA, 2014; KIM e GUAN, 2019). Pelo
fato de que progressao tumoral esta associada a lipogénese e consequente formagao
de corpusculos lipidicos, alguns estudos vém elucidando a formacédo de CL’s em
cancros e a ativagao da via mTOR (ACCIOLY et al, 2008; FAZOLINI et al, 2015; CRUZ
et al, 2020).

Fazolini et al (2015) analisaram a biogénese de corpusculos lipidicos, sintese
de mediadores inflamatoérios e proliferacdo celular mediante a administracdo de
leptina, uma adipocina secretada por tecido adiposo, em célula intestinais. A leptina
foi capaz de modular a formagéo de CL’s, a sintese de mediadores inflamatérios e

proliferagao celular por meio da sinalizagdo mTOR.

Sendo assim, mediante a resultados preliminares do nosso grupo em que,
células 4T1 e 67NR apresentaram elevado numero de corpusculos lipidicos, o

presente estudo visa analisar a influéncia de produtos secretados das linhagens
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tumorais mamarias, com relagdo ao metabolismo lipidico e vias de sinalizagdo, em
macrofagos. Tendo em vista que, regulacdo do processo autofagico, inibicdo da
lipogénese e proliferagao celular sdo alguns dos alvos promissores para terapéuticas

futuras em neoplasias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a modulagéo das vias de PPAR-gama, da via mTOR e da vitamina D na
formacgao de corpusculos lipidicos e na sintese de mediadores inflamatérios nas
linhagens celulares tumorais de mama; bem como o papel destas vias na ativagéo

de macréfagos em modelos de interagdo com células tumorais in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Analisar a formagéo de corpusculos lipidicos e sintese de PGE2 nas linhagens
tumorais;

2.2.2 Analisar a viabilidade celular e a formacdo de corpusculos lipidicos nas
linhagens tumorais 4T1 e 67NR tratada com vitamina D (calcitriol);

2.2.3 Avaliar o papel da vitamina D (calcitriol) na formagéo de corpusculos lipidicos
e sintese de mediadores inflamatdérios em macréfagos estimulados in vitro;

2.2.4 Avaliar o papel da via mTOR na formacao de corpusculos lipidicos e sintese de
mediadores inflamatérios em macréfagos estimulados in vitro

2.2.5 Avaliar o papel de PPAR-gama na formagéo de corpusculo lipidicos e sintese

de mediadores inflamatérios em macréfagos estimulados in vitro
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens tumorais mamarias, metastasica (4T1 - ATCC® CRL — 2539TM) e
nao metastasica (67 NR) foram cedidas pela Dra. Jacy Gameiro do Laboratoério de
Imunologia das Doengas Infecto Parasitarias e Obesidade (LIDIPO) da Universidade
Federal de Juiz de Fora. As aliquotas contendo 1x10° células das linhagens 4T1 e
67NR foram mantidas em nitrogénio liquido (-196°). Para os experimentos, as
aliquotas foram descongeladas e cultivadas em meio RPMI-1640 (contendo: 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB); 1% de Penicilina e Estreptominica e 1% L-glutamina (Sigma-
Aldrich, USA)) em garrafas de cultura celular de 75cm?. As linhagens celulares foram
mantidas a 37° C em atmosfera de gas carbonico (5% CO,), e utilizadas para
experimentos posteriores ou para a manutengao da cultura no Laboratério de Biologia
Celular - ICB — UFJF.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Estimulagcao de macréfagos peritoneais com sobrenadante das
linhagens tumorais e tratados com: Rapamicina, GW9662, Rosiglitazona e

Vitamina D
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Camundongos machos C57BL/6 foram cedidos pelo biotério do Centro de Biologia
da Reproducdo — CBR- UFJF, estando de acordo com protocolo aprovado pelo
CEUA/UFJF (018/2018 e 021/2015). Animais deficientes de PI3K foram gentiimente
doados pelo Laboratério de Imunologia da UFJF. Estes animais foram eutanasiados
em camaras de CO2 para a coleta de macréfagos peritoneais. Apds coletados os
macrofagos, houve a contagem do numero de células totais por meio de Azul de
Trypan, para entdo o plagueamento de 5 x10%pogo (em placas de 24 pogos) e de
2x10%/pogo (em placas de 6 pogos). Sucedendo a contagem dos macrofagos, estes
foram centrifugados (Heraeus™ Megafuge™ 16R), por 5 minutos a 1100rpm e 4°C,
para a formacado do pellet. Apos essa etapa, os M® foram em cultura celular e
mantidos com meio RPMI1640 suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino (SFB);

1% de Penicilina e Estreptominica e 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich, USA).

Apos 24horas, as placas cultivadas foram lavadas com PBS para posterior pré-
tratamento por 30 minutos com: rapamicina (20nM), rosiglitazona (5uM) ou GW (1uM).
Em seguida, as células receberam os estimulos (sobrenadante das células tumorais)
acrescidos com as substdncias administradas durante o pré-tratamento ou o
tratamento com Vitamina D (100nM) permanecendo até o final do experimento (24

horas depois).O sobrenadante das placas foi guardado em eppendorfs para posterior
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dosagem de citocinas por ELISA, e nas placas de 6 pogos, as células foram
processadas para a analise por Western Blotting. As laminulas contidas nesse
experimento foram posteriormente utilizadas para a contagem dos corpusculos
lipidicos, bem como processamento de imagens por meio do microscopio de

fluorescéncia.

3.2.1 Viabilidade Celular e analise do metabolismo lipidico das linhagens

tumorais mamarias tratadas com Vitamina D

F
100nM de
Vitamina D

/ [

-<"m = O O

4T1 ou 67NR 5x10° cél/pogo 24h 24h ou 48h

‘ -

!

Contagem de CL's

Imagem das
“células tumorais i -
1 |

’ Azul de Trypan Viabilidade
Sobrenaante: Celular

Elisa e EIA

As linhagens 4T1(ATCC® CRL —2539™) e 67NR ap0os alcangarem a confluéncia,
foram transferidas em placas de cultivo celular de 24 pogos. Procurou-se avaliar dois
aspectos: o primeiro se a administragdo da vitamina D seria suficiente em reduzir a
viabilidade das células tumorais estudadas; e em um segundo momento, o efeito da

vitamina D diretamente nas células tumorais, no ambito do metabolismo lipidico.
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Referente a viabilidade celular, apés o plaqueamento das células tumorais em
placas de cultivo de 24 pocos, as mesmas foram mantidas em meio RPMI-1640
(contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB); 1% de Penicilina e Estreptominica e 1%
L-glutamina (Sigma-Aldrich, USA)) sob atmosfera de 5% CO. e 37°C. Apés a
aderéncia das mesmas, os pog¢os foram lavados com PBS e administrou-se em
conjunto ao meio padrdo, 100 nM de Vitamina D. Apds 24 e 48 horas com o
tratamento, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se o Azul de Tripan, sendo
analisadas as viabilidades das linhagens tumorais estudadas nos intervalos de tempo

descritos.

Para averiguar se a vitamina D é capaz de modular a formagéo de corpusculos
lipidicos nas linhagens tumorais, apds a aderéncia e tratamento com Vitamina D nas
células tumorais, 4T1 e 67 NR, estas foram fixadas com formalina 3,7% para posterior
contagem de corpusculos lipidicos. O sobrenadante foi coletado para dosagens de

citocinas e mediadores inflamatérios.

3.3 VITAMINA D

O estudo foi conduzido pela utilizacdo de duas vitaminas D, aqui denominadas

VDc (Calcijex) e VDf (vendida comercialmente em farmacia).

A VDc descrita nesse estudo se refere a forma intravenosa do calcitriol, Calcijex
®, produzida pela empresa biofarmacéutica americana AbbVie. O composto
apresenta numero de lote 833268E02 e, sua concentragdo € de 1mcg/mL. A sua

utilizacao é destinada para o tratamento de hipocalcemia e, restrito para uso adulto.

A VDf discriminada no trabalho, condiz com a DePura 500, vendida
comercialmente em farmacias, sob forma de colecalciferol e de uso oral. DePura 500
apresenta 14.000Ul/mL e é produzida pela farmacéutica Sanofi-Aventis, sendo
destinada para a suplementacdo vitaminica de uso pediatrico (acima de 4 anos) e

adulto.

3.4 COLORACAO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS
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3.4.1 QilRed O

A solugédo estoque de oil red O (1-([4-( Xylylazo) xylyl]azo)-2-naphthol) (Sigma
Aldrich) foi preparada a 0,3% (0,3 g de oil red O gsp 100mL de isopropanol (acido
isopropilico) (Sigma Aldrich)). Em seguida, filtrada e acondicionado em temperatura
ambiente. A solucdo de uso foi preparada no dia da coloragdo. Para isso, diluiu-se 6
mL da solugéo estoque em 4mL de agua destilada. Concluida a diluigédo, a solugao foi

novamente filtrada e utilizada para a coloragao de corpusculos lipidicos.

As células das linhagens tumorais e os macrofagos estimulados, apés fixadas,
foram lavados com agua destilada e coradas no préprio pogo das placas de cultura.
Para isso, foi adicionada a solug¢ao de uso de Oil red O em quantidade suficiente para
cobrir a laminula, e incubada por 5 minutos. Decorrido o tempo, as células foram
lavadas 5 vezes com agua destilada e as laminas montadas com meio de montagem
contendo DAPI (VECTASHIELD® mounting medium containing DAPI (4',6-Diamidino-
2-Phenylindole) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para a marcagéo do

nucleo das células.

3.4.2 Bodiipy

Solugédo estoque de Bodipy 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-
Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene) (Molecular probes) foi obtida através da sua diluicdo
em 1mL de DMSO. Para a solucéo de trabalho, preparada no dia da coloragao, parte
da solugao estoque foi diluida em PBS na proporcdo de 1:2500 para posterior
marcagao dos corpusculos lipidicos. Apds o término da coloragdo das laminas (Oil
Red O ou Bodipy), os corpusculos lipidicos foram contados em 50 células
consecutivas apos analise em microscopio de fluorescéncia BX-51 acoplado com

camera digital XC-50, sob objetiva de 100x (Olympus, Tokyo, Japan).

3.5 QUANTIFICAGAO DE IL-10 e TNF-a

A producéo das citocinas pro-inflamatéria (TNF- a) e anti-inflamatdrias (IL-10 e

TGF-beta) desencadeada pelos macrofagos tratados e estimulados, e pelas células
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tumorais, foram dosadas por ELISA. Foram utilizados os kits Duo set (R&D Systems)
e 0s ensaios seguiram as determinagdes do fabricante. A quantificagao foi mensurada
a partir das curvas padrao proveniente da diluicao realizada. A leitura foi realizada

como descrito acima em 450 nm utilizando o programa Softmax Pro

3.6 CAPTURA E PROCESSAMENTO DAS IMAGENS

As imagens foram capturadas a partir das laminas confeccionadas para a
analise quantitativa e qualitativa dos macrofagos tratados ou nédo, e estimulados ou
ndo, com o meio condicionado das linhagens tumorais, permitindo o carater
comparativo dos tratamentos analisados quanto a formacao de corpusculos lipidicos.
As imagens foram processadas por meio do programa CellSens Dimension em

microscépio de fluorescéncia OlympusDP73, no aumento de 100x.

3.7 ANALISE ESTATISTICA E ELABORAGAO DOS GRAFICOS

Os graficos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism®7(GraphPad
Software). A analise dos resultados foi mediante Média + EPM e analisados
estatisticamente segundo ANOVA seguido pelo teste de Tukey, com significancia de
p< 0.05.

3.8 BIOINFORMATICA: HEATMAP

Para performarmos as analises in silico, o dataset GSE113034, publicamente
disponivel na plataforma Gene Expression Omnibus Datasets (GEO Datasets), foi
utilizado. Para gerar o heatmap os valores de expressao dos genes il1b, vegfa, pparg,
mmp9, vdr, arg1, inos, tnfaip3, il4ra, bcl2a1d, tgfb1, hifla, eifdebp1 e rps6kb1, foram
retirados da tabela de Series Matrix, também disponivel no GEO Datasets, e

normalizados por Log2. Em seguida estes resultados foram ajustados em tabela que
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foi submetida ao site ClustVis: a web tool for visualizing clustering of multivariate data
(BETA) (ut.ee).

4 RESULTADOS

4.1 CELULAS TUMORAIS

A presenca de inumeros corpusculos lipidicos em tecidos neoplasicos € uma
observagéao patolégica comum (MARTIN e PARTON, 2006; BOZZA e VIOLA, 2010).
A partir do pressuposto, foi averiguada a formagao dessas organelas nas linhagens
tumorais mamarias: 4T1 (metastatica) e 67NR (ndo metastatica) nos intervalos de

tempo 24 e 48horas (Figura 10).
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Figura 10: Formacao de Corpusculos lipidicos e sintese de prostaglandina E2 (PGE2) nas linhagens
tumorais mamarias, 4T1 e 67NR, nos tempos de 24 e 48horas. (A) Biogénese de CL’s nas linhagens
tumorais. As linhagens tumorais mamarias metastatica (4T1) e ndo metastatica (67NR) foram mantidas
em cultura celular em meio RPMI1640 suplementado com soro fetal bovino e, penicilina e
estreptomicina. Para a quantificacdo de CL’s, foram contadas 50 células, em cada lamina e, analisadas
por microscépio de fluorescéncia. (B) Corpusculos Lipidicos marcados com Oil Red O nas linhagens
tumorais mamarias(C) Produgdo de Prostaglandina E2 nas linhagens 4T1 e 67NR.foi obtida no
sobrenadante das linhagens tumorais mamarias e realizadas por meio do Ensaio Imunoenzimatico.
Barras representam média + EPM, n = 3. Diferengas significativas (p<0,05) s&o indicadas por *. O
grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 5® utilizando ANOVA.

Nossos resultados demonstraram que ambas as linhagens apresentam
elevada formacdo de corpusculos lipidicos, e que a biogénese dessa organela é
dependente de tempo. As linhagens estudadas exibiram aumento significativo na
biogénese de CL’s em 48 horas de cultura quando comparado ao tempo de 24horas

de cultivo.

Interessantemente, no periodo de 48horas, a linhagem metastatica (4T1)
apresentou maior formagao de corpusculos lipidicos quando comparados a linhagem
67NR. Esse resultado pode ser atribuido pelo fato que a linhagem 4T1 apresenta
natureza invasiva, a qual é dependente do metabolismo lipidico para a promocgao e
progressado tumoral, visto que CL’s sdo sitios de produgédo de prostaglandina E:>
(ACCIOLY et al, 2008; BOZZA e VIOLA, 2010, FAZOLINI et al, 2015).

Os corpusculos lipidicos séo organelas presentes em células envolvidas com
processos inflamatorios e sitios de produgao de mediadores inflamatérios (ALMEIDA
et al, 2018). Investigamos posteriormente, se a elevada biogénese de corpusculos
lipidicos encontradas nas linhagens tumorais, € condizente com niveis de
prostaglandina E> produzidas por estas células (figura 10). Nossos resultados
apontaram elevada produgdo de PGE: na linhagem metastatica 4T1 quando

comparada a 67NR, sobretudo no tempo de 48horas.

Os niveis de prostaglandina apresentados pela linhagem 4T1 estdo
condizentes a biogénese de CL’s quantificados anteriormente. A prostaglandina € um
mediador inflamatdrio proveniente da metabolizacdo do acido araquidénico, e em
neoplasias, PGE: estd associada a angiogénese sendo, portanto, associada ao
desenvolvimento de tumores (WANG e DuBOIS, 2006).
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Algumas patologias, as quais se incluem céncer e obesidade, sdo reguladas
através da ativagdo da via mTOR (LAPLANTE E SABATINI, 2012). A partir do
pressuposto, avaliamos a biogénese de corpusculos lipidicos, bem como a sintese de
prostaglandina nas linhagens tumorais mamarias, acrescidas do pré-tratamento com

rapamicina, inibidor da via mTOR, em 24 e 48horas (figura 11).
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Figura 11: Formacao de Corpusculos lipidicos nas linhagens tumorais mamarias, 4T1 e 67NR, pré-
tratadas com 20nM de rapamicina nos tempos de 24 e 48horas. Apds a aderéncia das linhagens
tumorais mamarias nas placas de cultivo, em condi¢do padrao, estas receberam o pré-tratamento com
20nM de rapamicina por 30 minutos. Barras representam média + EPM, n = 3. Diferencas significativas
(p<0,05) sao indicadas por *. O grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 5® utilizando ANOVA.

Com base na figura 11, pode-se inferir que o pré-tratamento com rapamicina nas
linhagens tumorais mamarias, regulou negativamente a biogénese de CL'’s, sobretudo
no tempo de 48horas. Importante destacar que a dosagem da rapamicina utilizada
nao apresentou toxicidade em outros modelos celulares (FUMAROLA et al, 2005;
YELLEN et al, 2011; FLETCHER et al, 2013).

Responsavel pela regulagéo de diversas atividades celulares como: angiogénese,
producdo de matriz extracelular e apoptose; TGF-B apresenta importancia no
desenvolvimento tumoral (LIN e KARIN, 2007). As fungbes associadas a esta citocina
se devem a ativagao desta, seguida pela interagdo com seu receptor na superficie
celular. (HAYASHI e SAKAI, 2012).

Amplamente distribuido entre todos os tipos celulares, as isoformas de TGF- e
seus receptores, regulam uma série de vias de sinalizagao celular. Em relagéo a

carcinogénese, a interagao receptor com TGF-f3, promove a fosforilagdo dos R-Smad
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(Smad regulado por receptor), e desencadeia a sinalizagdo via Smad (LEBRUN,
2012). No entanto, ha ativacdo de vias sinalizatdrias independentes de Smad,
exemplificadas pela via PI3K/AKT e pela transdugéo de sinais de mTOR (LAMOUILLE
e DERYNCK, 2007).

Niveis desta citocina foram quantificados por ELISA nas linhagens tumorais

mamarias tratadas com 20nM de rapamicina, inibidor da via mTOR (figura 12A e 12B).
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Figura 12: Producao de TGF-B nas linhagens tumorais mamarias, 4T1 e 67NR, pré-tratadas com
rapamicina no tempo de 24horas. Apés o cultivo celular das linhagens tumorais mamarias, seguido do
pré-tratamento com rapamicina por 30minutos, estas foram mantidas em condig&o padrao por 24horas.
Apoés 24horas, o sobrenadante foi coletado para mensurar os niveis de TGF-B por Elisa. Barras
representam média + EPM, n = 3. Diferencas significativas (p<0,05) s&o indicadas por *. O gréfico foi
obtido pelo programa Graphpad Prism 5® utilizando ANOVA.

Nossos resultados apontaram que ndo houve nenhuma diferenga significativa
entre os grupos quando as linhagens tumorais foram pré-tratadas com o inibidor da
via mTOR (rapamicina) nos tempos analisados.

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a suplementagdo do meio de cultivo,
estava diretamente relacionado com a viabilidade das linhagens tumorais. Mediante a
isso, avaliou-se a viabilidade de 4T1 e 67NR pré-tratadas com rapamicina (CAMPOS

et al, em preparagao) (figura 13).
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Figura 13: Viabilidade celular de 4T1 e 67NR pré-tratadas com rapamicina. De modo similar a
quantificacado de citocinas, apds 24 ou 48 horas do pré-tratamento; foi coletado o sobrenadante e, na
placa de cultura, foi adicionado Azul de Trypan para analise da viabilidade celular. Barras representam
média + EPM, n = 3. Diferengas significativas (p<0,05) sao indicadas por * (em 24horas) e indicadas
por ** (em 48horas). O grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 5® utilizando ANOVA.

O pré-tratamento com o inibidor da via mTOR, reduziu de forma significativa as
viabilidades celulares nas linhagens tumorais mamarias metastatica e néo
metastatica, em ambos os tempos. Sobretudo, a linhagem 67NR (ndo metastatica)
apresentou uma diminuicdo acentuada em sua viabilidade, em ambos os tempos
analisados, quando comparada a linhagem 4T1.

Conhecendo o papel da vitamina D na modulagdo do metabolismo de lipideos
(SALAMON et al, 2014; RODRIGUES et al, em preparacgéo) investigamos o seu papel
na viabilidade celular da linhagem 4T1 em 24 e 48horas, mantidas sob condigéo
padrao (meio RPMI 1640 e 10% SFB). Nossos resultados demonstraram que a
linhagem metastatica (4T1) apresentou significativa redugao na viabilidade, mediante
ao tratamento com a vitamina D DePura (VDf) quanto ao uso de calcijex (VDc), em
ambos os tempos analisados: 24 e 48h (Figura 14?).Interessante notar ainda que, em
48horas, o tratamento ndo somente reduziu a viabilidade comparada ao controle, mas
como também entre os dois tratamentos com vitamina D.

Uma vez que Accioly et al (2008) demonstraram a presenga de inumeros
corpusculos lipidicos em sitios neoplasicos intestinais, avaliou-se a formagao de CL’s

na linhagem mamaria metastatica (4T1) tratadas com 100nM vitamina D (Calcijex e
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DePura) nos tempos de 24 e 48horas. Interessantemente, o tratamento com vitamina
D, além de diminuir a viabilidade celular, implicou na reducdo significativa na

biogénese das organelas em ambos os tempos e tratamentos com VD (Figura14B).
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Figura 14: Metabolismo lipidico, sintese de citocinas e Prostaglandina E2 (PGE-2) e viabilidade celular
de 4T1 tratada com 100nM de Vitamina D em 24 e 48horas. (A) Viabilidade celular de 4T1 tratada com
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Calcijex (VDc) ou DePura (VDf) em 24h e 48h; (B) Formagao de CL’s em 4T1 tratadas com vitamina D.
Niveis de TNF-a (C). (D) Niveis de IL-10, e (E) Produgdo de PGE:2 na linhagem 4T1 tratada com
Vitamina D em 24 e 48horas. A linhagem metastatica (4T1) foi mantida em cultura sob condi¢des
padrao; apos a confluéncia, foram plaqueadas 2,5x10° células (para viabilidade celular) e 5x10° células
(para as demais analises). A viabilidade celular foi obtida através do uso de Azul de Trypan; ja a
biogénese de CL’s foi mensurada na contagem de 50 células/lamina e, marcadas com Bodipy. O
sobrenadante de 4T1, em ambos os tempos analisados, foram coletados para mensurar a produgéo de
citocinas por ELISA e; a producédo de PGEzpor Ensaio Imunoenzimatico. Barras representam média
EPM, n = 3. Diferencgas significativas (p<0,05) sdo indicadas por * e (#) representa a diferenga entre os
tratamentos. O grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 6® utilizando ANOVA.

O desenvolvimento tumoral deve-se, sobretudo, ao estado inflamatério crénico.
Alguns estudos demonstram a correlagéo entre suplementacdo da vitamina D e
producgédo de citocinas em modelos tumorais (KWON et al, 2010). Mensuramos a
producédo de IL-10 na linhagem metastatica tratadas com as vitaminas D, no tempo
de 24h (Figura 14C). Os niveis de IL-10, observa uma tendéncia de aumento na
sintese da citocina entre os grupos tratados, quando comparados ao controle.

Para analises comparativas aos dados apresentados anteriormente, avaliamos
a viabilidade celular e biogénese de CL’s na linhagem n&o metastatica (67NR)
(Figura 15).
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Figura 15: Metabolismo lipidico e sintese de citocinas em 67NR tratada com 100nM de Vitamina D.
(A) Viabilidade celular de 67NR tratada com Calcijex (VDc) ou DePura (VDf) em 24h e 48h; (B)
Formacao de CL's em 67NR tratadas com vitamina D. Niveis de TNF-a (C) e (D) Niveis de IL-10.
Linhagem tumoral ndo metastatica, 67NR, recebeu o tratamento com VD e, avaliou: viabilidade celular
por Azul de Trypan e o sobrenadante dessas células foram coletadas para dosagem de citocinas por
Elisa. Barras representam média + EPM, n = 3. Diferencgas significativas (p<0,05) sao indicadas por * e
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(#) representa a diferenga entre os tratamentos. O grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 6®
utilizando ANOVA.

Em conformidade com os resultados da 4T1, o tratamento com vitamina D reduziu,
de forma significativa, a viabilidade celular de 67NR (Figura 15A). De forma
interessante, no tempo de 48horas, a viabilidade de 67NR acrescido do tratamento
VDf (DePura) diminuiu substancialmente o numero de células viaveis. Concomitante
ao resultado da figura 14B, a biogénese de corpusculos lipidicos também foi reprimida

com a adicao da vitamina D em ambos os tempos analisados (Figura 15B).

A quantificagdo de citocinas na figura 15 apresentaram perfis distintos quando
comparados ao obtido pela linhagem metastatica. Os niveis de IL-10 (Figura 15C)
sugerem uma diminuicdo dos niveis dessa citocina quando comparado a linhagem
67NR sem o tratamento com a vitamina D, contrapondo-se os achados em 4T1, no

qual notou-se uma tendéncia a um aumento da citocina nos grupos tratados.

4.2 MACROFAGO

Macrofagos (M¢) sdo constituintes do sistema imunolégico, desempenhando
fungdbes como fagocitose e remodelagdo tecidual. Importante denotar que,
dependendo do estimulo, como por exemplo, processo inflamatdrio cronico, essas
células exercem efeitos controversos em neoplasias, podendo favorecer o tumor
(GORELIK e FLAVELL, 2001; TERABE et al, 2003; BROWN et al, 2017).

Primariamente avaliou-se a biogénese de CL’s em macréfagos (M¢) pré-
tratados com 20nM de rapamicina e estimulados com meio condicionado das
linhagens tumorais mamarias (4T1 e 67NR). A priori, M¢ estimulados com
sobrenadante de 4T1 e 67NR, apresentaram elevada formagdo de CL’s quando
comparados ao controle ndo estimulado e/ou tratado, tendo a biogénese de

corpusculos lipidicos reprimida com o pré-tratamento com rapamicina (Figura 16A).
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Figura 16: Biogénese de Corpusculos lipidicos e sintese de TNF-a em macroéfagos pré-tratados com
20nM de rapamicina e estimulados com sobrenadante das linhagens tumorais mamarias em 24 e
48horas. (A) Formacéo de Corpusculos Lipidicos em macréfagos estimulados com sobrenadante de
4T1 e, pré-tratados e tratados com rapamicina. (B) Produgéo de TNF-a em M¢ estimulados. Macréfagos
peritoneais foram obtidos de camundongos C57BL/6 e, foram pré-tratados com 20nM de rapamicina
por 30minutos, sendo sucedido pelo sobrenadante das células tumorais acrescidos do inibidor da
mTOR1. Barras representam média £ EPM, n = 3. Diferencgas significativas (p<0,05) s&o indicadas por
*, ** representa a diferenca entre os estimulados e estimulados tratados e *** representa a diferenca
entre os grupos estimulados. O gréfico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 6® utilizando ANOVA.

Importante destacar que em ambos os grupos tratados, a administragéao do inibidor
da via mTOR reduziu a biogénese de CL’s, sendo mais bem visualizada na linhagem
metastatica 4T1. Concomitantemente pode-se associar entdo, a invasividade tumoral
com o numero de CL’s formados, uma vez que, a linhagem 67NR de natureza nao

metastatica, apresentou numero inferior de corpusculos lipidicos.
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TNF-a € uma citocina pré-inflamatéria, secretada principalmente por macréfagos
e, que apresenta papel dicotdmico no desenvolvimento de neoplasias (MACCALLI et
al, 2009). Aspectos antitumorais correlatos a esta citocina condizem com a apoptose
das células cancerosas, ao passo que, a promog¢ao do tumor esta relacionada ao
processo inflamatério crénico e a superexpressdo da ciclooxigenase 2 (COX-2)
(SUGARMAN et al, 1985; SOBOLEWSKI et al, 2010).

A dualidade do TNF-a frente ao desenvolvimento tumoral foi analisado
posteriormente, em macrofagos pré-tratados com rapamicina e estimulados com meio

condicionado das linhagens tumorais, em 24 e 48horas (Figura 16B).

Nota-se que o tratamento com a rapamicina em ambos os tempos, 24 e 48 horas,
nao alterou significativamente a concentracdo de TNF-a. Isso sugere que, a
modulacdo do metabolismo lipidico através do inibidor da via mTOR nao interfere na
producéo dessa citocina. Resultados similares foram também notados na linhagem
67NR.

O papel imunossupressor exercido pela citocina IL-10 desencadeia uma série de
eventos que permitem a progressao neoplasica, dentre os quais, a inibicdo da
proliferagao de células T e polarizagdo macrofagica para o perfil M2 (ITAKARA et al,
2011; HAM et al, 2017). Considerando o microambiente anti-inflamatério como
promotor do processo angiogénicos e metastatico, fora avaliado os niveis de IL-10 em
macrofagos estimulados com o sobrenadante de ambas as linhagens tumorais

mamarias, e pré-tratadas com 20nM de rapamicina em 24 e 48 horas (Figuras 17).
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Figura 17: Quantificacdo de IL-10 no sobrenadante de macréfagos estimulados com meio
condicionado da linhagens 4T1 e 67NR e pré-tratados com 20nM de rapamicina, nos tempos de 24
horas (A e C) e 48 horas (B e D). Barras representam média + EPM, n = 3. O simbolo * representa
diferenca significativa entre os grupos apresentando p<0,05. O grafico foi obtido pelo programa
Graphpad Prism 5® utilizando ANOVA.

De forma interessante, nossos dados apontaram para um perfil antagbnico na
secrecado de IL-10 no tempo de 24horas nos macrofagos estimulados com meio
condicionado de 4T1 e 67NR. O estimulo com o sobrenadante da linhagem
metastatica, induziu de forma significativa, o aumento de IL-10; ao passo que, a
linhagem nao metastatica a secregédo da citocina foi reduzida no mesmo intervalo
analisado. Com relagao ao tempo de 48horas, a produgao de IL-10 nao foi modulada

de forma significativa em ambas as linhagens.

A hipovitaminose D é um fenétipo comum em neoplasias (BRAUN et al, 1995).
Conhecendo a modulagdo do metabolismo lipidico e de suas acbes frente ao
desenvolvimento tumoral, avaliou-se a formagdo de corpusculos lipidicos em

macrofagos estimulados com meio condicionado das linhagens tumorais mamarias
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(4T1 e 67NR) e posteriormente tratados com 100nM de vitamina D (Calcijex)por 24
horas. A priori, M¢ estimulados com sobrenadante de 4T1 e 67NR, apresentaram
elevada formacdo de CL’s quando comparados ao controle ndo estimulado e/ou
tratado. Pode-se notar que em ambos os grupos, o tratamento com vitamina D coibiu
a biogénese de CL’s, sobretudo em macréfagos estimulados com o meio condicionado
das linhagens tumorais, podendo contribuir para a reverséo do processo neoplasico
(Figura 18A).

Algumas caracteristicas intrinsecas ao cancer, como sobrevivéncia e alteragbes
no ciclo celular, sdo mediadas via sinalizacdo PI3K /Akt/mTOR (HANAHAN e
WEINBERG, 2011; DATTA-MITRA et al, 2013). Avaliamos o papel da ativagdo de
PI3K através da biogénese de CL’'s de macrofagos de camundongos knockout para
PI3K, e selvagens (Wild-type) (Figura 18C e 18D); e na sintese de citocinas como
TNF-a e IL-10 (Figura 18E e 18F). Nossos dados apontaram que animais PI3K™
apresentaram menor biogénese de corpusculos lipidicos, quando comparados a
individuos Wild-type (WT); sobretudo nos grupos estimulados-tratados.

Contrapondo-se as funcbes associadas a ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR, a
vitamina D atua como reguladora negativa do ciclo celular, e posteriormente, induz a
apoptose (BROZYNA et al, 2020). Em relagédo a sintese de citocinas, os grupos
knockout estimulados e tratados com VDc apresentaram ser parcialmente
dependentes de PI3K, tendo perfis distintos entre as citocinas anti e pro-inflamatdrias.
(Figuras 18D, 18F).
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Figura 18: Efeito do tratamento com Vitamina D (VDc) em macrofagos estimulados. (A)
Biogénese de corpusculos lipidicos em macrofagos estimulados e tratados com vitamina D. (B)
Niveis de prostaglandina E; produzidas por macréfagos estimulados e tratados. (C e D)
Biogénese de CL’s em macréfagos de individuos WT ou knockout para PI3K. (E e F) Niveis de
TNF-a e IL-10 em macréfagos de individuos WT ou knockout para PI3K. (G) Analise da expressao
de genes em macréfagos do microambiente tumoral. No heatmap estao apresentados alguns
genes, tais como: PPARg, HIF1A, VDR; o valor de expressdao de cada um desses genes foi
normalizado por log..0s genes que aparecem representados em vermelho, estao sendo mais
expressos, e os de cor azul, menos expressos. No eixo vertical estao apresentados os genes de
interesse e, na base, os grupos analisados: controle (macréfagos) e macréfagos infiltrados de
4T1. Barras representam média £ EPM, n 2 3. O simbolo * representa diferencga significativa entre
os grupos, apresentando p<0,05. O grafico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 6®
utilizando ANOVA.

Estudos de bioinformatica foram conduzidos para performar a expressao de
alguns genes de interesse em macréfagos e associa-los aos resultados
preliminares deste estudo (Figura 18G). Em conjunto, a analise comparativa entre
macrofagos e M¢ do infiltrado tumoral de 4T1, pode-se observar que o VDR foi
upregulado em macrofagos do tumor de 4T1, quando comparado aos do grupo
controle (MULIADITAN et al, 2018).

PPARYy é um receptor nuclear que regula a transcrigdo de genes relacionados
a inflamagao e metabolismo lipidico, em que estudos vem relatando o processo
anabdlico exercido por PPARYy na biogénese de corpusculos lipidicos (GORGA et
al, 2017; SOUZA-MOREIRA et al, 2019). Para elucidar a biogénese de CL’s por
meio do receptor PPARYy, foram analisados a formacéo de CL’'s em macrofagos
estimulados com meio condicionado das linhagens tumorais mamarias (4T1 e
67NR) pré-tratadas com o agonista da via PPARYy, rosiglitazona, ou ainda, com o
antagonista — GW 9662 (Figura 19A e 19B). Nossos resultados apontaram que a
administracdo de 5Mm de rosiglitazona foi capaz de aumentar significativamente
a formacgédo de corpusculos lipidicos em macrofagos nédo estimulados e
potencializar a formagdo de CL's em macrofagos estimulados com meio
condicionado de ambas as linhagens tumorais mamarias em 24 horas; ja a adigao

de GW9662, reverteu a biogénese dessas organelas em M¢ estimulados.
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Figura 19: Biogénese de corpusculos lipidicos e sintese de PGE2 em macrofagos estimulados com
meio condicionado das linhagens tumorais mamarias e pré-tratados com agonista e antagonista de
PPARYy por 24horas. Para avaliar a biogénese de CL’s, macréfagos peritoneais foram pré-tratados com
5um de rosiglitazona (agonista de PPARYy) (A) ou 1um de GW9662 (antagonista de PPARYy) (B), por
30minutos, sendo sucedido pelo estimulo com o sobrenadante acrescido dos tratamentos
permanecendo-os por 24horas. (C) Niveis de PGE:2 foram obtidos do sobrenadante e mensurados por
EIA. Barras representam média £+ EPM, n = 3. O simbolo * representa diferenga significativa entre os
grupos, apresentando p<0,05; o simbolo # representa diferenga significativa entre os estimulados e
estimulados tratados, apresentando p<0,05. O gréfico foi obtido pelo programa Graphpad Prism 6®
utilizando ANOVA.

5 DISCUSSAO

O cancer é caracterizado pela proliferagdo demasiada e sobrevivéncia celular.
Atualmente, é a segunda causa de morte na populagao, tratando-se, pois de um
problema de saude global (NAGAI e KIM, 2017).
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A lipogénese e elevado numero de corpusculos lipidicos em segdes tumorais é
um fendtipo comum observado (TIRINATO et al, 2015). Nossos estudos
demonstraram que as linhagens tumorais mamarias apresentam inumeros CL’s
formados, e que esta formacdo, era dependente de tempo. Adicionalmente, a
biogénese de corpusculos lipidicos € diretamente proporcional a sintese de
prostaglandina E», sobretudo na linhagem metastatica (4T1) corroborando, portanto,
com dados de Accioly et al (2008).

Corpusculos lipidicos sao sitios de localizagdo e produgédo de Prostaglandina
E> (PGE2), um mediador inflamatério que provém da metabolizagdo do &cido
araquidénico através da agao da ciclooxigenase (COX). Em cancer mamario humano,
a superexpressao da COX-2 esta associada a um pior prognéstico da doencga; estando
associados ao aumento do tumor e a alta taxa proliferativa (BOLAND et al, 2004).
Nossos achados condizem com estudos anteriores, uma vez que, a linhagem
metastatica apresentou niveis elevados de PGE>, e a sintese desse eicosanoide esta
associado a elevada invasividade; sobretudo, pelo fato de que a 4T1 mimetiza um

carcinoma triplo-negativo e em estagio V.

A regulacdo do metabolismo lipidico e a formagao de CL’s esta relacionada
com a regulagdo e ativagcdo de algumas sinalizagdes celulares, por exemplo, a
ativacdo da mTOR. mTOR desempenha inumeras fungbes na homeostase da célula,
tais como a lipogénese, crescimento e sobrevivéncia celular (EASTON e
HOUGHTON, 2006). A agao combinada de farmacos juntamente com o inibidor da via
mTOR, rapamicina, tem reduzido a biogénese de CL'’s, além de auxiliar na melhora
do quadro patologico (FAZOLINI et al, 2015).

Nossos dados apontam que o pré-tratamento com rapamicina reduziu a
biogénese de CL’s nas linhagens celulares e em macréfagos estimulados com o meio
condicionado das linhagens tumorais, corroborando com achados de Fazolini et al
(2015) em células IEC-6 e; Maya-Monteiro et al (2008) em macréfagos estimulados
com leptina. A regulagdo negativa da biogénese de corpusculos lipidicos se deve a
formagao do complexo rapamicina-FKBP-mTOR, que impede a fosforilagdo de S6K1

e 4EBP1 e consequentemente, suas funcdes associadas.
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Considerando a via mTOR uma das vias responsaveis pelo metabolismo celular, sua
ativagdo tem sido associada com as expressodes de IL-10 e a sobrevivéncia da célula;
e somados a isso, a utilizacido de seu inibidor, rapamicina, é observado na indugao do
processo apoptético (EASTON e HOUGHTON, 2006; BAKER et al, 2009). Nossos
resultados contrastam com os de BAKER et al (2009), em que macrofagos
estimulados com o sobrenadante da linhagem metastatica (4T1) e tratados com
rapamicina em 24 horas demonstram um aumento significativo de IL-10, face que o
estudo de 2009 apresentou redugao da citocina anti-inflamatéria no mesmo tipo
celular. Tal dado pode ser justificado pelo fato de que a natureza de 4T1 — linhagem
que apresenta alta taxa metastatica e terapéuticas limitadas — restringe a agao do
inibidor da mTOR1 em macrofagos, tornando-se dependente de tempo. E dados
obtidos em macréfagos estimulados com meio condicionado da linhagem 67NR e
tratados com rapamicina em 24 horas, demonstrou a redug¢ao dos niveis de IL-10 e
corroboram com os estudos de Nepomuceno et al (2003) em células linfoblastoides.
Adicionalmente, estudo de Itakura e cols (2011), sugerem que a producgao de IL-10
por células tumorais e macréfagos associados a tumores aumenta a medida que os
melanomas primarios progridem, com importantes implicagbes prognosticas para a
transicao do melanoma in situ para o melanoma invasivo e melanoma metastatico.

Sendo assim, a inibicdo dessa citocina pode ter efeito protetor.

A diferenca entre os niveis encontrados de IL-10 em macrofagos estimulados
com o meio condicionado da linhagem metastatica (4T1) e ndo metastatica (67NR)
acrescidos da administracdo da rapamicina em 24 horas podem ser atribuidos a
natureza invasiva da linhagem 4T1. No entanto, no segundo tempo analisado nao foi
observado o mesmo fenétipo, podendo entdo, condizer que a reversao do quadro anti-
inflamatorio por meio do inibidor da via mTOR, acontece a partir de 48horas apos o
tratamento. A resisténcia a farmacos € um dos principais desafios em terapéuticas em
cancer, as quais se incluem rapamicina e seus analogos; Provvisieiro et al (2019)
demonstraram que a utilizagdo de vitamina D em hepatocarcinoma, reverteu a

resisténcia neoplasica a everolimus.

TNF-a € uma citocina pro-inflamatdria que esta associada com a proliferagao
de macrofagos, Natural Killer e células dendriticas. No entanto, quando o processo

inflamatorio € exacerbado, ela desempenha fungdes importantes na tumorigénese
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como a metastase, proliferagdo e transformacao celular (SETHI et al, 2008; WU e
ZHOU, 2010). Com a administragdo da rapamicina em macréfagos estimulados,
obtivemos como resultados a ndo responsividade da citocina mediante ao tratamento
na linhagem 67NR em ambos os tempos, porém de forma interessante na linhagem
4T1, houve uma tendéncia a alteracédo desse perfil inflamatério; em que se observa
uma propensao a reducao de TNF-a no tratado 24horas, e um acréscimo da mesma
em 48horas (dados ndo mostrados). Esses dados podem indicar que o perfil invasivo
da linhagem metastatica tende a responder dependente de tempo apds a

administracao do inibidor da mTORA1.

Leptina € uma citocina produzida pelo tecido adiposo, responsavel pela
homeostase energética e, em elevados niveis, promovem a progressao tumoral
(GAROFALO, 2005). Em macrdéfagos estimulados com meio condicionado, nota-se o
aumento na biogénese de CL’s e na sintese de leptina, estando em concomitancia
com o trabalho de Maya-Monteiro et al (2008) e Fazolini et al (2015).

Maya-Monteiro atribuiu a formagéo de corpusculos lipidicos em macréfagos de
maneira dependente da ativacdo da sinalizacdo PISK/mTOR. Nossos resultados
apontam a reducéo da biogénese de CL’s em individuos knockout (KO) para PI3K —
sendo potencializadas em administragdo conjunta com vitamina D - corroborando com
o trabalho de Yu et al (2000) e; com dados preliminares de nosso grupo, em que
macrofagos infectados — individuos PI3K™- com Trypanosoma cruzi, apresentaram
menor formacéo dessas organelas (GONCALVES, em preparagéo). A reversao do
quadro neoplasico pode ser obtida através da inibicdo de PI3K. Nossos achados
demonstram que a modulacido do metabolismo lipidico, por meio de animais KO, pode
ser tratada como um bom alvo terapéutico em condutas anticancer; estando em
conformidade com Wang e cols (2001) que demonstraram a redug¢ao na diferenciagao

e proliferacao de células Caco-2 a partir da inativacédo de PI3K.

Diversas terapias anticancer destinam-se a regulagado da sobrevivéncia celular,
caracteristica intrinseca em neoplasias. Performamos a viabilidade das linhagens
tumorais mamarias com o pré-tratamento com rapamicina, e notou-se a redugéo na
sobrevivéncia dessas células. Nossos dados confirmam os achados Song e cols

(2014), no qual a associagao de rapamicina com mitomicina induziu morte apoptoética
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de células de carcinomatose peritoneal; e com Saqcena e cols (2015), apoptose de
MDA-MDB-231 tratadas com o inibidor da mTOR1.

Algumas terapéuticas a neoplasias utilizam da agdo conjunta de
guimioterapicos e antraciclinas somadas com a administracédo de vitamina D, uma vez
que, o fendtipo da maioria dos pacientes demonstra uma deficiéncia dos niveis dessa
vitamina no organismo (MAAYAH et al, 2018).

A fim de elucidar aspectos correlatos a agdo da vitamina D (VD) em células
neoplasicas, o estudo foi conduzido com a utilizagdo de duas linhagens tumorais
mamarias, 4T1 e 67NR, tratando-se de um estudo valido, uma vez que, sua
reprodutibilidade e resultados observados sdo comparaveis aos obtidos in vivo
(EVANGELISTA et al., 2019)

Primariamente foram analisadas as viabilidades celulares das linhagens
tumorais mamarias mediante o tratamento com a vitamina D. Nossos resultados
apontaram a reducgao significativa da viabilidade celular mediante a administragéo de
VD, estando em concordancia com estudos preliminares em linhagens mamarias
carcinogénicas humanas, como BT-20 e MCF-7 (CHOUVET et al, 1986; WELSH,
1994; SIMBOLI-CAMPBELL et al, 1997). A reducgéo da viabilidade celular em células
neoplasicas é desencadeada, sobretudo, pela apoptose; uma vez que a interagao
entre a vitamina, seu receptor e a regido a ser transcrita (VDRE) regula negativamente
genes relacionados com a inibicdo da apoptose, como o Bcl-2 (JAMES et al, 1998;
MORENO et al, 2006; GAO et al, 2018). Maayah e cols (2018) demonstraram que a
acao conjunta de doxorrubicina (uma antraciclina) com vitamina D, reduziu em
aproximadamente 50% a proliferacao de células de osteosarcoma, além de aumentar

a expressao de genes pro-apoptoticos, evidenciando a efetividade do tratamento.

A existéncia de inumeros corpusculos lipidicos sdo observagdes patoldgicas
evidenciadas em tecidos neoplasicos (ACCIOLY et al, 2008; BOZZA e VIOLA, 2010;
BELORIBI-DJEFAFLIA et al, 2016). A partir do tratamento com 100nM de calcitriol,
nossos resultados apontaram para uma drastica redugdo na biogénese de
corpusculos lipidicos nas células 4T1 e 67NR; bem como em macréfagos estimulados
com meio condicionado das linhagens tumorais. Esses dados corroboram com

estudos de Li et al (2018) em que a vitamina D inibe a formagao de CL’s em tecido
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muscular; e a diminuigdo de lipideos neutros fora encontrada por Wilmanski et al
(2017), em células tumorais MCF10CA1a.

Estudos preliminares de nosso grupo em modelo de infec¢ao por Trypanosoma
cruzi em macrofagos, demonstrou que o tratamento com calcitriol inibiu a formagao
de corpusculos lipidicos induzida pela infec¢cdo. E, de modo interessante, a vitamina
D reverteu a polarizagdo macrofagica, e permitiu uma maior responsividade ao
parasito (RODRIGUES et al, em preparacdo). Condizentes a isso, nossos resultados
corroboram com a inibicado do metabolismo lipidico mediado pelo tratamento com VD
em cancer, e aliados a isso, outro estudo em desenvolvimento por nosso grupo,
demonstrou as mesmas atribuicbes em modelo experimental de infeccdo por

Mycobacterium bovis BCG em macrofagos (MEDEIROS et al, em preparagao).

A formacgao de corpusculos lipidicos é essencialmente relacionada a condigdes
patolégicas, embora diminuta visualizagao seja observada em condi¢ées normais. O
processo lipogénico, isto é, a sintese de acidos graxos, sdo premissas visualizadas
em neoplasias, por exemplo; e promotoras da biogénese de CL’s. O tratamento com
vitamina D reduz de forma significativa a génese dessas organelas, por atuar
diretamente no fator de transcricdo SREBP, o qual controla o metabolismo lipidico via
expressdo de genes lipogénicos. Asano et al (2017) comprovaram que um dos
metabdlitos da sinalizagdo em vitamina D, a 25-hidroxivitamina D, suprime a
expressdo de SREBP e aliados a isso, degradam SCAP (SREBP cleavage-activating

protein), proteina fundamental para a ativagéo de genes lipogénicos.

Regulador negativo do metabolismo lipidico, mensuramos os niveis de IL-10
das linhagens tumorais tratadas com vitamina D. A quantificagdo de IL-10 apontou a
uma diferenca na resposta entre as células estudadas. A linhagem metastatica (4T1)
apresentou aumento na sintese de IL-10 nos grupos tratados com VD, ao passo que,
a linhagem 67NR obteve reducédo dos niveis da citocina anti-inflamatéria. Essa
alteracao de perfil entre as linhagens aos niveis de citocinas produzidas pode estar
associada pelo fato de que a vitamina D regula a interagao entre células tumorais e

imunes para suprimir quadro inflamatério crénico.

A ativacdo de vias de sinalizagao celular e receptores nucleares, os quais

incluem Vitamina D e PPARs; sado fatores desencadeadores na biogénese de
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corpusculos lipidicos (MOTOJIMA, 1993). Alguns estudos vém correlacionando
proporcionalmente a formagédo de CL’s com receptores ativadores da proliferacdo de
peroxissomos (PPAR) em diversos modelos experimentais (GORGA et al, 2017,
JARC e PETAN, 2019).

GW9662 (2-cloro-5-nitrobenzanilida) € um antagonista irreversivel de PPAR,
isto €, que impede a ativagéo do receptor e consequentemente, transcricdo de genes
relacionados a regulagéo lipidica. Nossos dados demonstraram que a administragcao
de GW9662 coibe de forma significativa a biogénese de corpusculos lipidicos em
macrofagos estimulados com sobrenadante das linhagens tumorais mamarias,
corroborando com dados de Almeida et al (2009) em macréfagos infectados com
Mycobacterium bovis BCG e com Souza-Moreira et al (2019) em macréfagos

condicionados ao sobrenadante de células mesenquimais de origem adiposa.

A inibicdo na biogénese de corpusculos lipidicos pela administracdo do
GW9662 pode dar-se-a uma estratégia terapéutica eficaz, tendo em vista que, CL’s
sdo sitios de producgao e localizagado de mediadores inflamatdérios. As prostaglandinas,
mediadores inflamatérios provenientes da metabolizagdo do AA pela acdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), permeiam fung¢des importantes no desenvolvimento
neoplasico como, por exemplo, angiogénese, metastase e vasodilatagao (WANG e
DuBOIS, 2006).

De forma interessante, estudos conduzidos em células tumorais demonstram
que a administracdo de antagonistas de PPARy, como, por exemplo, o GW9662,
modulam uma resposta pro-tumorigénica, inibindo o processo autofagico
(ASSUMPCAO et al, 2017). Assumpgao e cols (2017) analisaram a correlagéo entre
biogénese de CL’s e autofagia em células Caco-2, e demonstraram um aumento na
formacgao das organelas mediante o pré-tratamento com GW9662, o que nao fora visto
em tratamentos como rosiglitazona e rapamicina. Enquanto em modelos
hepatocarcinoma, o tratamento de GW9662 acrescidos de moléculas do sistema
canabinoide, induziu um aumento da massa tumoral, o que nao fora visto quando
tratados somente com THC ou JWH (VARA et al, 2013).

Autofagia € concebida como um processo de manutencdo da homeostase

celular por meio da degradagdo de proteinas celulares e organelas através de
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enzimas lisossomais; sendo regulada uma série fatores, dentre os quais PPAR
(MATHEW et al, 2007; JIANG et al, 2018). A degradagcéo de componentes lipidicos
via autofagia € desencadeada através da lipofagia, em que vesiculas autofagicas
carreiam corpusculos lipidicos e os liberam para serem degradados nos lisossomos
(SETTEMBRE e BALLABIO, 2014). Assumpcao et al (2017) sugerem que a biogénese
de corpusculos lipidicos em células Caco-2 mediante ao tratamento com agonistas e
antagonistas de PPAR se deve a inibigdo da lipofagia e consequentemente, geragéo

de estresse celular.

PPARYy e receptor da vitamina D (VDR) s&o fatores de transcri¢ao pertencentes
a familia de receptores nucleares. Alimirah et al (2012) demonstraram a correlagéo
negativa desses receptores em modelos de cancer de mama, isto é, a ativacéo de
PPARYy esta ligada com supressao da atividade desencadeada pela VD. A atividade
antiproliferativa de vitamina D foi restabelecida em células T47D administradas em
conjunto com 1,25D3 e GW9662. Em modelo de infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis em macréfagos, o tratamento com agonistas de PPARY (rosiglitazona e
GW1929) reverteram a atividade antimicrobicida desempenhada por VD e
restauraram o aumento na biogénese de corpusculos lipidicos (SALAMON et al,
2014).

A expressao de PPARYy nao se limita apenas em tecido adiposo, uma vez que
em menor expressao, pode ser notada em outros tipos celulares, como em neutrofilos
e macréfagos (MOORE et al, 2001). Bouhlel et al (2007) demonstraram que a
utilizacdo dos agonistas: rosiglitazona e GW1929, modularam a diferenciagéo de
monaocitos humanos para macrofagos de perfil M2, ou seja, de cunho anti-inflamatério.
Em neoplasias, o microambiente tumoral conduz o macréfago para um fenétipo M2, o
qual indica um favorecimento do tumor visto que, promove o0 processo angiogénico e
metastatico (LEE et al, 2019). E somados a isso, em diversos tipos de cancer observa-
se o0 aumento na formagao de corpusculos lipidicos (ACCIOLY et al, 2008; BOZZA e
VIOLA, 2010; ASSUMPCAO et al, 2017; PETAN et al, 2018).

O presente estudo evidenciou que a utilizagao de rosiglitazona em macréfagos
estimulados com o meio condicionado das linhagens tumorais mamarias acarretou o
acréscimo da biogénese de corpusculos lipidicos, corroborando com os achados de

Salamon et al (2014) em modelos de infecgdo Macrofagica por micobactéria e de
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Souza-Moreira et al (2019) no mesmo tipo celular e estimulados com sobrenadante
de células mesenquimais de origem adiposa. O fato é explicado devido a rosiglitazona,
um membro da classe tiazolidinediona, possuir avidez ao PPARy e permitir a
superexpressao desse receptor, ocasionando um aumento na expressdo de genes

reguladores do metabolismo lipidico.

6 CONCLUSOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que tanto linhagens tumorais mamarias, quanto
macrofagos tratados com meio condicionado dessas linhagens apresentam numero
aumentado de corpusculos lipidicos, podendo ser sitios de produ¢cao de mediadores

que favorecem o desenvolvimento tumoral.

Mediante aos resultados apresentados, as trés vias de sinalizacdo celular
estudadas apresentaram interferéncias na biogénese de corpusculos lipidicos nas
linhagens tumorais mamarias e, em macréfagos estimulados com o meio

condicionado

Em suma, considerando lipogénese e biogénese de corpusculos lipidicos como
fendtipos comuns em neoplasias, o presente trabalho visou elucidar possiveis
mecanismos de supressao dessas organelas e regulagao do metabolismo lipidico em
macrofagos e em linhagens tumorais mamarias, 0os quais apresentam papéis
controversos em neoplasias. A partir dos dados apresentados, novas acoes
terapéuticas podem ser propostas em neoplasias associando-se estes farmacos e /ou

a outras drogas administradas em terapéuticas antitumorais.
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Chagas disease is a major public health problem, especially in the South and Central
America region. Its incidence is related to poverty and presents a high rate of morbidity and
mortality. The pathogenesis of Chagas disease is complex and involves many interactive
pathways between the hosts and the Trypanosoma cruzi. Several factors have been
implicated in parasite-host interactions, including molecules secreted by infected cells, lipid
mediators and most recent, extracellular vesicles (EVs). The EVs of T. cruzi (EVST) were
reported for the first time in the epimastigote forms about 42 years ago. The EVsT are
involved in paracrine communication during the infection and can have an important role in
the inflammatory modulation and parasite escape mechanism. However, the mechanisms
by which EVs employ their pathological effects are not yet understood. The EVsT seem to
participate in the activation of macrophages wia TLR2 triggering the production of cytokines
and a range of other molecules, thus modulating the host immune response which
promotes the parasite survival. Moreover, new insights have demonstrated that EVST
induce lipid body formation and PGE; synthesis in macrophages. This phenomenon is
folowed by the inhibition of the synthesis of pro-inflammatory cytokines and antigen
presentation, causing decreased parasitic molecules and allowing intracellular parasite
survival. Therefore, this mini review aims to discuss the role of the EVs from T. cruzi as well as
its involverment in the mechanisms that regulate the host immune response in the lipid
metabolism and its significance for the Chagas disease pathophysiology.

Keywords: extracellular vesicles, T. cruzi, infectious diseases, inflammation, lipid droplets, prostaglandin, parasite
replication, Changas disease

INTRODUCTION

Chagas disease is a neglected disease caused by infection with Trypanosoma cruzi, in which the
persistence of the parasite and the prolonged activation of the immune system lead to a chronic
inflammatory process and cardiomyopathies (D’Avila et al, 2011). The pathogenesis of Chagas
disease is a multifactorial complex mechanism that involves a large number of molecules and
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vesicles, among them, the extracellular vesicles (EVs) — small
lipid vesicles released from the host- cell and/or parasite-cell into
the extracellular space, potentially modulating the immune
response (Cestari et al,, 2012; Torro et al., 2018).

The EVs traffic has been the target of important mechanisms
of cellular communication. Moreover, the EVs can mediate
parasite-parasite and host-parasite interactions. Infected cell-
derived EVs induce the communication between distant
parasites and facilitate the dissemination of virulence factors
(Mantel and Marti, 2014). In addition, EVs from parasitic
protozoa are important in the pathogenicity and disease
progression (Gongalves et al., 1991; Nogueira et al,, 2015).

The persistence of parasitemia through immune evasion
mechanisms demonstrates the success of T. cruzi in the
chronic development of Chagas disease where the EVs play an
important role in modulating the immune response to the
parasite. The purpose of this mini review is to present the
recent progress in elucidating the origin, morphology and
functions of EVs from the host cells and T. cruzi, as well as
their impact on the parasite escape mechanism.

EXTRACELLULAR VESICLES ORIGIN
AND MORPHOLOGY

The term extracellular vesicles (EVs) is commonly used to indicate
different membrane-bound structures delimited by a lipid bilayer,
released in the extracellular environment. The EVs are
heterogeneous, with different biogenesis, molecular composition,
sizes (from 20 nm to 5 pm) and functions (Van Niel et al, 2018;
Witwer and Thery, 2019). They are secreted by either prokaryotic or
eukaryotic cells, thus extending their phenotype (Campos et al,
2010; Torrecilhas et al, 2012). Moreover, EVs can carry and transfer
molecules for the maintenance of homeostasis, respond to cellular
imbalance and help the rapid modulation and/or evasion of the
immune response during different pathogenic infections (Oliveira
et al,, 2010; Marcilla et al, 2014; Vargas et al., 2015; De Pablos et al,
2016; Dong et al., 2019; Babatunde and Subramanian, 2020; Palacios
et al,, 2021).

The EVs populations are usually classified according to their
origin and size into three different types: exosomes (20-100 nm),
microvesicles (MVs) (ectosomes like EVs - 100-1,000 nm) and
apoptotic bodies (>1000 nm) (Akers et al, 2013; Witwer and
Thery, 2019). The main type of EVs are categorized according to
their intracellular origin in eukaryotic cells: the exosomes,
formed inside multivesicular bodies and released upon fusion
of these endosomal compartments with the plasma membrane
and the microparticles, formed by direct budding and
constriction from the plasma membrane (Akers et al., 2013).
In EVs from trypanosomatids, the vesicles have been described
as larger vesicles that bud from the plasma membrane and
smaller vesicles that bud within the flagellar pocket. They are
released through exocytosis of multivesicular bodies carrying
components of the parasite membrane and intracellular
environment (Silveira et al,, 1979; Lovo-Martins et al, 2018).
In general, EVs from parasites or hosts cells are isolated from the

culture after spontaneous secretion, then the supernatants
containing EVs are filtered for a total exosome isolation
(Cestari et al., 2012; Lovo-Martins et al., 2018) (Table 1).

The EVs participate in intercellular communication (parasite-
parasite, parasite-host cell or host cell-host cell), modulate the
immune response and act as pro-inflammatory mediators (Lovo-
Martins et al., 2018). Thus, they can potentiate the course of the
infection from the delivery or capture of its content by the host
cells, through distinct routes: endocrine, paracrine, juxtacrine or
autocrine signaling (Torro et al, 2018). These pathways,
however, can be influenced by several factors such as the phase
of the disease, immunocompromised patient, levels of
parasitemia and parasite life cycle (Ramirez et al., 2017; Torro
et al, 2018).

ROLE OF EVS FROM T. cruzi (EVsT) IN
THE IMUNNE SYSTEM MODULATION

For years, numerous studies have been conducted on EVs in the
context of diseases (Silveira et al., 1979; Lovo-Martins et al., 2018;
Cronemberger-Andrade et al., 2020). The EVs are constantly
shedding and sharing their products with the extra- or
intracellular milieu which is correlated with the niche for
proliferation and survival used by the different pathogens. The
role and impact of EVs secreted by parasites during infection
have been highlighted in several studies. However, the capacity of
EVs to modulate the host-cell response is not clear.

The EVsT are produced in the different life cycle phases of the
parasite and participate in the host cell infection process
(Torrecilhas et al., 2020). In addition, several signaling
cascades are activated by EVsT components modulating host-
cell responses (Torrecilhas et al, 2020) (Figure 1A). They can
modulate the cytoskeleton as well as the invasion of the
metacyclic trypomastigotes by inducing tyrosine kinase
phosphorylation and the actin nucleation (Yoshida and Cortez,
2008; Torrecilhas et al., 2020).

In T. cruzi infection, it is proposed that the intracellular life
cycle should be responsible not only for parasite-parasite
transmission but also for parasite-host cells, since the EVsT
develop in a compartmentalized environment which increases
their probability of coupling and delivery within the host cell
(Torro et al., 2018). Thus, the EVsT can function as effectors in
the host-parasite interaction mechanisms modulating the host
immune response, increasing the number of cells infected as well
as the parasitaemia (Moreira et al., 2019).

The role of the EVs in the immune system modulation is
controversial. In general, some studies have demonstrated that
the EVs present a protective role (Oliveira et al., 2010;
Cronemberger-Andrade et al, 2014; Nogueira et al., 2015;
Ribeiro et al., 2018). However, in other studies, the EVsT have
a role in the evasion mechanism of the immune response,
followed by an increase (50% to 250%) in parasitaemia in mice
cells (Lovo-Martins et al., 2018; Moreira et al., 2019).

In the early stages of T. cruzi infection, the parasites promote
the release of vesicles from the host cell plasma membrane,
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TABLE 1 | Extracellular vesicles [EVs) in T. cruzi and other parasites.

Pathogen Reference

T. cruzi Bautista-Lopez
etal, 2017
Bayer-Santos
etal, 2013
Cestari etal.,
2012

Choudhuri and
QGarg, 2020

Cronemberger-
Andrade et al.,
2020

De Pablos
etal, 2016
Garcia-Siva
etal, 2014
Lovo-Marting
etal, 2018

Lozano et al.,
2017
Madeira et al.,
2021

Moreira et al.,
2019
Neves et al.,
2014

Nogueira et .,
2015

Ramirez et al.,
2017

Ribeiro et al.,
2018
Cihers
Toxoplasma gonchi Beavwillain
etal., 2007
Crenemberger-
Andrade et al.,
2014
Mycobacterium bovs Girl and
BCG and M. Schorey, 2008
tuberculosis
Leishmania infantum, Mogueira et al.,
L. brazifensis and 2020
L amazonensis
Cryptococeus Oliveiraetal,
neoformans 2010

Leishmania
amazonensis

Leishmania donovani  Silverman et al.,

and L. major 2010
Candida albicans Vargas et a.,
2015

EV

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

M/E

Origin

Trypomastigotes (Tulahuen strain) / Vero cells
Epimastigotes and trypomastigotes (Dm28c clone)

THP-1 and mouse blood (BALB/c mice)

Trypomastigotes (SylvioX10/4, ATCC 50823) / C2C12,
Raw 264.7, blood samples (WT and Parp1™)

Trypomastigotes (Y strain) /
THP-1

Trypomastigotes (CL- Brener, PAN4 strains)
Trypomastigotes (Dm 28c clone)

Trypomastigotes (Y strain)

Amastigote, epimastigotes, trypomastigotes (PAN4 strain) /

Vero cells

Trypomastigotes (Y strain) and Plasma of chronic Chagas disease

patients

Trypomastigotes (PAN4 strair)

Trypomastigotes (Y strain and CL-Brener clone)

Trypomastigotes (Colombiana, YuYu, ¥ and
CL-14 strain)

Epimastigotes and trypomastigotes (Sylvio X10/8, Y, CL strains ) /

THP-1

Trypomastigotes (Y and YuYu strains)

Dendfitic call (SRDC)

Macrophages (Bone marrow cells - BALB/c mice )

M. tubercuiosis and M. bovis BCG-infected macrophages (J774 cell

line)

L. infantum (MCAN/BR/B9/BA262 strain), L. brazfiensis (MHOM/BR/
01/BA788 strain), and L amazonensis (MHOM/BR/87/BA125 strain)

promastigotes
C. neoformans (HEC3393, B3501, Cap 67 strains)

L. donovani (Sudan S2,

18R, 1SR HSP1002/2, Bob, Bobl PG22/2 strains) and L. major

(Fredlin strain) amastigotes
C. albicans (11, ATCC 90028, ATCC SC5314 strains)

Study
model

in vitro
in vitro

i vitro
and
in viva
in vitro
and
in vivo
in vitro

in vivo
in vitro

in vitro
and
in vivo

in vivo

in vitro
and
in vivo

in vitro

in vitro
and
in vivo
in vitro
and
in vivo
in vitro
and
in viva
in vifro

in viva

i vitro

in vitro
and
in viva
in vitro
and
in vivo
in vitro

in vitro
and

in vivo

inviro

Metodology

UC, proteomic, WB, SEM
UC, proteomic, NTA,Sucrose-density

gradient, TEM
UG, FC, TEM

UC, NTA, ZetaView, PCR, CL-ELISA,
WB

UC, SEC, proteomic, SEM, NTA

Uc, TEm

UC, TEM, Bradford

UC, NTA

UC, SEM, TEM, confocal laser
scanning microscopy, Micro-BCA, WB
UG, CL-ELISA, NTA, SEM

UC. TEM, NTA, DLS, WB, Micro-BCA
UC, SEM, TEM, Bradford

UC. SEC, SEM, NTA, CL-ELISA, Micro
BCA

UC, FC, proteomic, Bradford

UC. SEC, SEM, NTA, CL-ELISA, WB,
proteomic

UC, SEM, Micro-BCA

UC, FC, TEM, Micro-BCA

UC, Sucrose-density gradient, FC,
Micro-BCA, WB, TEM

UC. NTA, SEM, Micro-BCA

UC, confocal laser scanning
microscopy, quantitative flucrimetric
Amplex Red sterol assay kit

UC, mass spectrometry, Sucrose-
density gradient, WB

UC, TEM, DLS, SDS-PAGE,

immunoblotting, protecmic, quantitative
fluorimetric kit

M, Microvesicles; E, Exosomes; UG, Ultracentrifugation; WB, Western Blot; SEM, Scanning Electron Microscopy: TEM, Transmission Electron Microscopy; FC, Flow Cytometry; OLS,
Dynamic Light Scattering: NTA, Nanoparticle Tracking Analysis; SEC, Size-exclusion Chiomatography; CL-ELISA, Chemiuminescent Enzyme-finked Immuncsorbent Assay; Micro-BCA,
bicinchoninic acid assay; Micro-BCA, protein assay kit: PCR, Polymerase Chain Reaction; CLSM, Confocal Laser Scanning Micrascapy.
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FIGURE 1 | Schematic model summarizing the molecules involved on parasite-host cell interaction process and EVs secreted by trypomastigotes of Tiypanosoma
cruz! (A). Mechanisms of action triggered by T. cruzi, EVs and EVST in macrophages (B). (A) Parasite exhibiting major components of its membrane associated

with EVST. Note the parasite cytoplasm containing microvesicles, excsomes, and lipid bedies (LBs). In detal, EVST showing a lipid bilayer containing the main
macromolecules carried by these structures, such as DNA, RNA, fatty acids, enzymes, mucin-associated surface proteins (MASP), among cthers. (B) T. cruz
intemalized by macrophage (infected cell) induces LB formation and PGE: derived from LBs contributing to amastigote replication, as well as release of microvesicles
from the host cell (EVs). We suggest that the EVST from T. cruzi and EVs from infected host cells are also recognized by uninfected macrophages via TLR2 inducing
LB formation and PGE; synthesis (dashed lines). However, further studies are needed to define the receptors and signaling responses induced upon EVs and EVaT-
macrophage interaction and how these interactions/responses change as the exosome composition is modified during an infection. In general, T cruzi and/or EVs/
EVST via TLR2 active PPAR-y fo translocate to nucleus, heterodimerize with RXR and binding fo specific DNA response elements (PPRE) In target genes, altering the
lipid metabolism and inducing LB formation. The PGE; (produced in LBs wia COX-2 enzyme activation) is a potent lipid mediator which reduces the host Th1 immune
response (by inhibition of the TNF-& and IL-6 and induction of the IL-10) and down medulates the microbicidal function of the macrophage. In paralel, the activation

of NK-«B also modulates the synthesis of cytokines. In detail, representation of the structure and composition of LB. Arachidonic acid (AA); cyclooxygenase -2
(COX-2), triacylglycerol (TAG), diacylglycerol (DAG), peroxisome proliferator-activated receptor-y response element (PPER).
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which may contribute to their survival (Cestari et al, 2012;
Bautista-Lopez et al., 2017). According to Ramirez et al, 2017,
the close contact between the membranes results in the
bidirectional fusion of microvesicles (host-parasite and vice-
versa), thus facilitating the interaction between the parasite and
the host cell plasma membranes. In metacyclic, tissue culture-
derived trypomastigote and noninfective epimastigote, T. cruzi
forms were shown to induce different levels of EVs release from
host cells (Ramirez et al., 2017). Furthermore, the EVs released
during the interaction of the parasite with host cells were able to
increase (around 40-50%) the host cell invasion by metacyclic
trypomastigotes (Ramirez et al., 2017).

In the T. cruzi infection, the mobilization of intracellular Ca®"
deposits by the host cell during the cell invasion leads to the
depolarization of the host plasma membrane, the depolymerization
of F-actin and to lysosomal recruitment to the point of infection
(Tardieux et al,, 1994; Caler et al., 2000; Scharfstein et al, 2000).
The family of small membrane proteins of T. cruzi (TcSMP)
detected in the EVST trigger Ca’* signaling and mobilization/
exocytosis of lysosomes, events that induces parasitophorous
vacuoles formation and invasion of the parasite (Neves et al,
2014; Martins et al,, 2015). Thus, contributing to the invasion of
host cells and the increase in the percentage of cellular parasitism
(Moreira et al., 2019).

Furthermore, the evasion of the complement-mediated
response is triggered by the formation of EVs in host cells that
are induced by metacyclic trypomastigotes (Cestari et al., 2012;
Lidani et al., 2017). The release of EVs from the parasitized cells
is done as an escape mechanism of the innate immunity
response, by invading host cells and inhibiting complement-
mediated lysis and also facilitating host cell invasion. The
parasite has been shown to be able to escape the immune
system by depositing host cell-derived EVs on its surface,
which inhibits the action of C3 convertase (Cestari et al,
2012). Once trypomastigotes reach the bloodstream, the
parasite bypasses complement-mediated lysis and opsonization
with the aid of surface proteins such as calreticulin and the
complement regulatory protein (CRP) also called GP160. The
Gp160 and the conserved regions of the N- and C-terminal of
the mucin-associated surface proteins (MASPs) were found in
the EVs secreted by trypomastigotes (De Pablos et al., 2016). The
Gpl60 is a trypomastigote GPT anchor surface protein that binds
to C3b and C4b dissociating the classical and alternative C3
convertase from complement (Norris et al., 1991; Norris, 1998).

The EVs can also contribute to the activation of the immune
response with the release of proinflammatory cytokines (Torro
et al., 2018). Different strains of T. cruzi have been shown to
release EVsT and promote the activation of macrophages via
TLR2 (Nogueira et al, 2015). Cronemberger-Andrade et al.,
2020, showed that THP-1 cells infected by EVsT were able to
induce the activation and translocation of NF-kB via TLR2
signaling, In addition, the EVs released by uninfected THP-1
cells also activated the cells via TLR2 (Cronemberger-Andrade
et al,, 2020). Furthermore, the EVs enriched with c-galactosyl
triggered proinflammatory responses in macrophages via TLR2-
signaling pathway (Nogueira et al., 2015; Ribeiro et al., 2018),
(Figure 1B). Also, Choudhuri and Garg, 2020, demonstrated a

proinflammatory response in macrophages stimulated by EVsT
and EVs from infected cells and plasma of acutely and
chronically infected mice, in a mechanism dependent on
PARP1 (a DNA repair enzyme). EVs containing oxidized DNA
fragments are recognized by cytosolic DNA sensors, cyclic GMP-
AMP synthase (cGAS) and as consequence they synergize with
PARP1 inducing a NF-kB-mediated proinflammatory cytokine
production (Choudhuri and Garg, 2020).

However, in infection-derived inflammatory processes, the pre-
treatment with EVsT from Y strain (EVsY) can downmodulate the
release of TNF-¢t and nitric oxide (around 50%) as well as the
increase in cardiac parasitism (2.5 times) in mice (Lovo-Martins
et al,, 2018). These data were associated with a reduction in TNF-o.
in plasma, decreased production of TNF-ot and IL-6 by the spleen
cells of infected mice (Lovo-Martins et al, 2018). Also,
macrophage stimulation with EVsY before infection by T. cruzi
increased (around 100%) the internalization rate of the parasite
and the release of infecting trypomastigotes by these cells (Lovo-
Martins et al, 2018), (Figures 1A, B).

Recently, Madeira et al., 2021, observed a lower concentration
of circulating EVs associated with differential activation of the
immunological system in patients with chronic Chagas disease,
with increased production of IFN-% when compared with
uninfected healthy controls (Madeira et al, 2021). This data
was associated with parasite persistence suggesting that the EVs
can be potential candidates as biomarkers during the course of
Chagas disease.

COMPOSITION OF EVsT AND ITS IMPACT
IN THE COURSE OF CHAGAS DISEASE

The EVs composition contains proteins involved in host-parasite
interactions, signaling, traffic and membrane fusion,
transporters, oxidation-reduction, oxidized DNA, small RNAs
derived from tRNAs and rRNAs among others (Théry et al,
2002; Bayer-Santos et al, 2013; Bautista-Lopez et al., 2017;
Witwer and Thery, 2019; Choudhuri and Garg, 2020),
(Figure 1A). Moreover, EVs contain specific proteins involved
in vesicle formation and specific markers of the endosomal
pathway, such as Rab GTPases, chaperones and tetraspanins
(Ostrowski et al., 2010).

The EVsT also carry a wide range of potential virulence factors,
such as peptidases (calpain cysteine peptidase, oligopeptidase,
thermostable carboxypeptidase 1 or aminopeptidase P),
responsible for the proteolysis of different peptide substrates
(Alvarez et al, 2012), oxidized DNA (Choudhuri and Garg,
2020) and ribosomal subunit (Torro et al., 2018). The
epimastigotes forms also release fragments of tRNA that can
induce epigenetic changes in host cells, changing the expression
profile of genes involved with cytoskeleton, extracellular matrix
and immune response pathways (Garcia-Silva et al., 2014;
Torrecilhas et al., 2020).

The probability of the EVsT to reach distant cells is related to
the cellular microenvironment of the infected tissue and its
distance to the appropriate means of transport (blood and
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lymphatic fluid) (Rank et al, 2011; Torro et al, 2018). In
addition, different post-translational modifications in the EVs
nucleus shared by the different forms of the parasite can also
cause changes in the vesicle composition, protein targets and/or
biological functions (Torro et al., 2018). Bayer-Santos et al,, 2013,
analyzed the proteomic composition of EVsT, confirming that a
large proportion of the T. cruzi secretome is constitutively
released via EVs (Bayer-Santos et al., 2013).

It has been demonstrated that T. cruzi PAMPs are poorly
detected by the innate immune system at the beginning of the
disease, delaying the activation of the immune response of
infected host cells (Torro et al, 2018). By immuno electron
microscopic analysis, on the surface of the EVsT it was found
mugcin-associated proteins (MSPs), that induced an insufficient
switching from IgM to IgG during the infection in mice, allowing
the parasite to escape the humoral response (De Pablos et al,
2016). Similar data was observed in chagasic patients (Lozano
et al., 2017).

In general, these studies suggest that EVST are able to
modulate the inflammatory response by inhibition of pro-
inflammatory cytokine and NO production, as well as
alteration on the humoral response in favor of the parasite
(Torrecilhas et al., 2009; De Pablos et al., 2016; Lozano et al.,
2017; Lovo-Martins et al., 2018).

In summary, the studies show that there is no consensus on
the role of EVs during the acute and chronic phases of Chagas
disease. Most of the studies discussed here during the acute phase
of the disease suggest that EVs and EVsT collaborate with the
development of the parasite escape mechanism. In the chronic
phase there is insufficient IgG exchange during infection in mice,
which allows the parasite to escape the humoral response,
Choudhuri and Garg, 2020, demonstrating that EVs contained
damaged DNA, thus collaborating to a pro-inflammatory profile
during the chronic phase. (Choudhuri and Garg, 2020).

T. cruzi AND EVsT ELICITS LIPID BODY
BIOGENESIS AND LIPID MEDIATOR
SYNTHESIS IN MACROPHAGES
DURING INFECTION

Lipid body (LB) accumulation within macrophages is a common
feature observed in models of Chagas disease and other parasite
infections (’Avila et al., 2008; Almeida et al., 2018). In in vitro
and in vivo T. cruzi infection, LBs are present in both, host and
parasite cells (Toledo et al., 2016). Moreover, EVsT induce LB
formation and lipid mediator synthesis that modulate the host
response in favor of the parasite (Lovo-Martins et al., 2018).
The mechanism of biogenesis of LBs is a regulated event
highlighting the role of peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPAR-Y), a member of the nuclear receptor family.
When activated, PPAR-y acts as a transcription factor, translocating
to the nudeus and heterodimers with the retinoid X receptors in
target genes. (Figure 1B) The PPAR-y is involved in the
mechanisms of synthesis of inflammatory mediators, fatty acid
uptake and lipid storage in macrophages. Also, the activation of

the TLR2 initiates a signaling cascade that culminates in LB
biogenesis through the PPAR-y activation (Almeida et al, 2009;
Almeida et al, 2014). This data suggests that the TLR2 activation by
EVsT may also activate PPAR-y translocation during the
mechanism of LB formation in Chagas disease (Figure 1B).

In unstimulated cells, LBs are present in small numbers.
However, in cells involved in inflammatory processes,
infectious or non-infectious, the number of LBs can increase
considerably, depending on the type of cell and the stimulus
(Murphy, 2012). In the experimental infection by T. cruzi in rats
and mice, it was demonstrated that the parasite promotes an
intense inflammatory response characterized by monocytes
migration to the infectious sites (Freire-De-Lima et al, 2000;
Melo et al, 2003). In these sites, LBs formation in macrophages
was associated with enhancement of parasitism, characterized by
increased numbers of parasite nests in cardiomyocytes (Melo
et al,, 2003; Toledo et al,, 2016).

Although not presenting a typical membrane, LBs are
delimited by an electron-dense hemi-membrane formed by a
hydrophilic monolayer composed of phospholipids and
structural proteins. The hydrophobic core consists mainly of
neutral lipids such as triacylglycerol (TAG - the major
components of LBs), diacylglycerol (DAG) and cholesterol
ester, as well as unsaturated fatty acids, such as arachidonic
acid (AA) and oleic acid (OA) (Murphy, 2001; Walther
et al., 2017).

The LBs hemi-membrane display structural proteins from
perilipin family (PLIN), including perilipin/PLIN1, PLIN2/
ADRP (for “adipose differentiation-related protein”), PLIN3/
TIP47 (for “tail-interacting protein of 47 Kda”) (Figure 1B).
The LBs present proteins involved in cell signaling processes, in
vesicular transport, histones and cytokines in eukaryotic cells
(Bozza et al., 2009; Li et al., 2012). Therefore, the LBs directly or
indirectly act as hubs for many cell functions, such as metabolic
processes, energy, store of neutral lipids for membrane synthesis,
membrane traffic, intracellular signaling, lipid metabolism and
the production of several inflammatory mediators (Walther
et al, 2017; Almeida et al., 2018).

These organelles are considered intracellular sites of
substrates and enzymes involved in the synthesis of lipid
mediators biologically active, such as eicosanoids (D’Avila
et al, 2006; D’Avila et al, 2011; Almeida et al, 2018).
Arachidonic acid (AA) is the precursor of the eicosanoids,
which is metabolized by enzymes, such as cyclooxygenase-2
(COX-2), to produce lipid mediators such as prostaglandins
(PGs). Earlier studies have demonstrated that during T. cruzi
infection, macrophages were positively immunostained for
COX-2, (Freire-De-Lima et al,, 2000; D’Avila et al., 2011).
Although a COX-like enzyme has been reported in parasites,
they do not express mammalian homologues COX-1 or COX-2.
Thus, a synthesis of PGs is performed by PG synthases, which
has already been identified in parasites with homology to
humans (Kubata et al,, 2007). Trypomastigotes stimulated with
AA showed an increased number of LBs, representing sites of
PGE, synthase (Toledo et al, 2016). In all these studies, both
macrophages and parasite released large amounts of PGE, from
new formed-LBs.
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In summary, these data support the hypothesis that PGE,
synthesis derived from LBs in infected cells are involved in the
production of inflammatory mediators which can potentially
inhibit the Thl response in the host promoting the replication
and survival of the parasite via enhancement of IL-10 production
and a drastic reduction of TNF-ct (D’Avila et al., 2011; Kalinski,
2012). Moreover, T. cruzi LBs are involved in the mechanism of
release of the immunosuppressive inflammatory mediators,
acting as an evasion strategy by the parasite (Toledo et al., 2016).

Interestingly, LBs biogenesis and PGE, synthesis have been
observed in infected cells and in cells that do not contain
internalized parasites, suggesting paracrine stimulation or a
bystander amplification for the formation of these organelles
and PGE, derived from LBs during in vivo and in vitro infections
(Melo et al, 2003; D' Avila et al., 2011). This intercellular
communication can occur through host-host cells or host-
parasite mediators. Corroborating this fact, Lovo-Martins et al,
2018, demonstrated that EVsT from the Y strain alone were able
to induce LBs and PGE, production by macrophages. In addition
to LB formation, EVsT-stimulated macrophages showed higher
PGE, production than non-stimulated macrophages (Lovo-
Martins et al, 2018). PGE, derived from LBs inhibit the
synthesis of TNF-ot and antigen presentation, causing
decreased NO production, thus allowing intracellular parasite
survival (Freire-De-Lima et al., 2000; D’ Avila et al,, 2011).

Lovo-Martins et al, 2018, also demonstrated that infected
macrophages primed with EVsT produced more PGE, (10 times)
and less TNF-¢t and IL-6 (around 90% and 80%, respectively)
than infected macrophages without prior EVST exposure (Lovo-
Martins et al,, 2018). These authors hypothesized that EVsT
could be down modulating the expression and activity of COX-2.
As a result, the immune modulation exerted by PGE; production
induced by EVsT seems to be important specifically in the
beginning of the infection. In general, these data suggest that
EVsT create a more favourable environment for T. cruzi
infection, with a reduction in inflammatory cytokines and in
the trypanocidal molecule NO.

These data support the role of EVsT in the complex
pathogenesis of the acute phase of Chagas disease and provide
new insights for a better understanding of the parasite-host
interaction. However, the functionality of the EVs and the
charges they carry in their compartments as well as the
relevance of these products to the host cell should be further
studied, as little is known about the ability of the EVs to
modulate the conditions of the host cell.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNP) modified with antibody and rifampicin (RP] were tested against
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG), which previously generated in vitro infection of
macrophages from mice. Such a drug delivery system works as nanocarrier for RP and presented lower
toxicity for macrophages cells than each separated component. Surface-enhanced Raman scattering
(SERS) spectroscopy and fluorescence microscopy were used as analytical tools for the characterization
of the internalization of gold nanocarriers into macrophage cells. The effective antibiotic action of RP,
when combined with gold nanocarrier, was confirmed by dead-live assay of BCG bacteria lysed from
macrophages after incubation. Such results indicate the delivery of RP to BCG bacteria, which were
infecting macrophages, occurred with remarkable efficiency. It was rationalized based on the strategy
used for the adsorption of antibody molecules on gold surface.
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1. Introduction

The use of gold nanoparticles (AuNP) for the building of drug
carrier nanodevices is a hot research area in growing expansion
[1-4]. Such systems have been used for drug vectorization with
the improvement of the efficiency of medicines by the modification
of the metallic surface with adsorbates, which present specific
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interactions with target tissues [5-7]. Gold nanodevices are suit-
able for such biological applications once that allow the coadsorp-
tion of drugs and targeting molecules as antibodies, peptides or
biomolecules enhancing their affinity by receptors present in the
surface of target cells [8-11]. This kind of approach can lead to
the high specificity of nanocarriers for target cells minimizing side
effects of drugs, so uncomfortable for the patients, and collaborat-
ing for the effectiveness of the treatment [12-14]. It is noteworthy
the relative low toxicity of gold nanomaterials when used as
nanocarriers, in comparison with other metals [15,16].

Gold nanostructures have plasmonic properties that lead to the
enhancement of electrical field of the incident electromagnetic
radiation on their surfaces [17]. Such an effect allows the enhance-
ment of the Raman signal of molecules adsorbed on the metallic
surfaces, being the condition for their use in surface-enhanced
Raman scattering (SERS) spectroscopy [18-21]. This technique is
an outstanding analytical tool for identifying the presence of ana-
lytes in trace concentration, but also allows the understanding of
adsorption mechanisms involving chemical interactions of each
molecular component with the metallic surface [22-27]. Conse-
quently, SERS studies allow the mastery of the anchorage mecha-
nisms of drug adsorption on plasmonic surfaces. On the other
hand, dye molecules have been used as SERS probes when coad-
sorbed with other components on gold nanocarrier surfaces, allow-
ing the tracking of gold nanodevices in the target tissue [28-31]. It
is possible since molecular probes present higher SERS signal than
any other constituent, generally due to additional resonant Raman
effect.

Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) is a
bacterial species used as model for infection by Mycobacterium
tuberculosis [32-34] and particularly suitable for understanding
intracellular process in infected macrophage cells [35-37].
Rifampicin (RP) is an antibiotic with widespread use in the treat-
ment of tuberculosis, but presents intense undesirable effects for
the reason that high dosages are necessary, besides allowing the
appearance of bacterial resistivity during the prolonged treat-
ment [38]. The appearance of multidrug resistant bacteria
involved in tuberculosis treatment and in several other bacterial
diseases indicates the necessity of the development of alterna-
tive procedures to lead to the enhancement of the efficiency in
the combat of infections. The desired innovative treatments have
to be conducted in shorter times for minimizing the desistance
of patients [39,40]. In this way, the use of nanocarriers with high
specificity, to enhance the action of drugs in infection diseases
through delivery mechanisms, has shown itself as a relevant
alternative to solve this problem [41-43].

In the present work AuNP modified with the antibiotic RP
were synthesized with the coadsorption of several other mole-
cules, each one with specific role as described below: 1-
mercaptoethanol (ME) is a surface modifier, which can lead to
strong interaction of RP with the metal [44], besides favouring
the anchorage of several other components on gold surface
through hydrogen bonds [45]; folic acid (HFol) that was used
as an antigen to favour the chemical adsorption of the chosen
antibody [46]; monoclonal anti-folic acid antibody (Anti-HFol),
which was used for interaction with adsorbed HFol due to speci-
fic affinity, allowing their unspecific portion Fc remain available
for the recognition of macrophage cells from mice; and crystal
violet (CV) was used as a molecular probe for tracking interac-
tions of AuNP with macrophages by SERS spectroscopy [8]. Such
a composition was used for the combat of BCG bacteria, previ-
ously infecting macrophages. The toxicity of each component
for macrophages was evaluated, as well as the effectiveness of
such a nanodevice in both the specificity in the macrophage
recognition and the combat of internalized BCG.
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2. Experimental
2.1. Materials and synthesis procedures

The reactants trisodium citrate dihydrate (>99%), tetrachloroau-
ric (111) acid (HAuCl,) (>99.9%), CV (>90%), ME (>99%), RP (>97%),
HFol (>97%) and Anti-HFol (15 mM) were purchased from Sigma-
Aldrich. Deionized water, with Milli-Q pattern was used in all
preparations. All glassware was washed before using with aqua
regia solution, followed by copious washing with deionized water.

AuNP suspension was obtained as follow [47], 50 mL of
2,94 x 10"* mol L' HAuCl, aqueous solution was added to 1 mL
of 0,0388 mol L' trisodium citrate aqueous solution, previously
heated until boiling condition. The AuNP synthesis was character-
ized by UV-VIS spectroscopy by using a Shimadzu UV-1800 spec-
trophotometer and Scanning Electron Microscopy (SEM) from a
FEI-Magellan Field Emission Gun microscope.

The volume of 450 uL of AuNP were modified by the addition, in
the following order, of 90 pL of CV at 1.0 x 10 mol L', 90 ul. of ME
at 1.0 x 10 mol L', 90 uL of RP in different concentrations (from
50 to 0.05 pmol L), 90 pL of HFol at 1.0 x 10° mol L'" and 90 L of
Anti-HFol at 1.0 % 107" mol L. It is expected that all components
are coadsorbed on metallic surface as represented in Fig. 1. All
solutions were prepared in water, except RP that was prepared in
ethanol. The AuNP modified with all components but Anti-HFol
was named mAuUNP, and after the addition of the antibody it was
termed mAuNP-Anti-HFol.

2.2. Biological procedures

2.2.1. Macrophage sample preparation

Macrophage cells were obtained from male C57B16 mice, aged
6 to 8 weeks and weighing between 20 and 25 g, provided by the
Centro de Biologia da Reproducao from Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF). All experimental procedures were endorsed
by Ethics Committee (CEUA, N° 021/2015). Mice were maintained
by laboratory facilities of the Departamento de Biologia Animal
in Instituto de Ciéncias Biol6gicas in UFJF, whit control of light
and temperature and free access to food and water. Macrophage
cells were obtained from peritoneal cavity of mice, after washing
with 5 mL of sterile RPMI 1640 culture medium containing 1% of
streptomycin and penicillin and collected in centrifuge tubes. It
was made three pools from three animals each and they were
maintained in ice bath. In the sequence, the wash was centrifuged
under cooling at 4 °C by 1100 rpm and 5 min.

Gold Nanoparticles (AuNP)
Crystal Violet (CV)
1-Mercaptoethanol (ME)
Rifampicin (RP)

Folic Acid (HFol)

S AntiFolic Acid (Anti-HFol)

900

Fig. 1. Scheme of a particle of mAuNP-Anti-HFol.

84



Franciely RA. Lima, Lairis C. Campos, G.C. Macedo et al

2.2.2. Evaluation of macrophage cell viability and incubation

After the centrifugation, cells were suspended in RPMI culture
medium containing 1% of streptomycin and penicillin and 2% of
fetal bovine serum. Cells were quantified and their viability evalu-
ated in Neubauer chamber after mix 20 pL of macrophage sample
with 380 pL of 0.4% Tripan Blue dye solution. All samples presented
cell viability > 95% and this parameter was used to prepare the
solution for plating and culture. In a plate with 24 wells, containing
circular coverslips, macrophages were plating with ca. 5.0 x 10%
cells per well, in RPMI culture medium containing 1% of strepto-
mycin and penicillin and 2% of fetal bovine serum. The plate was
incubated overnight at 37 °C under CO; atmosphere to provide
the adherence of the macrophages to the coverslip surfaces. After
this, the wells were washed two times with the same culture med-
ium to remove those no-adhered cells.

In each well was then added 100 uL of the same culture medium
and either 900 pL of either mAuUNP suspension or 450 uL of no-
modified AuNP suspension and 450 pL of water, to preserve the
concentration of AuNP. The plate was again incubated for 24 h in
the same conditions described above and, after this, the wells were
washed and 0.4% Tripan Blue dye solution was added. The dead
cells were counted, in triplicate, in an optic microscope. The same
procedure was used to evaluate the cell viabilities by using each
isolated component CV, HFol, ME and mAuNP-Anti-HFol in the
absence or presence of RP in different concentrations. Solutions
containing only RP from 50 to 0.05 ymol L' concentration range
were also tested in the same preparation conditions. All viability
cell assays were done in triplicate. A blank assay with ethanol
0.02% was always done, since this was the solvent of the RP
solutions.

2.2.3. Internalization of mAuNP-Anti-HFol into BCG-infected
macrophages analysed by fluorescence microscopy

An ampoule with 40 mg of lyophilized Mycobacterium bovis
(BCG - strain: Moereau), from Fundagdo Athaulfo de Paiva, was
diluted to 4 mL with solution of RPMI 1640. The macrophages were
infected by BCG (MO, 3:1) during 1 h, followed by three RPMI
washes to remove non-internalized BCG. After wash it was added,
in each well, 450 pL of RPMI culture medium containing 1% of
streptomycin and penicillin and 2% of foetal bovine serum,
together 50 pL of mAuNP-Anti-HFol aqueous suspension. The plate
was incubated at 37 °C for 24 h under CO, atmosphere to provide
the internalization of mAuNP-Anti-HFol into BCG-infected macro-
phages. The analysis of such internalization was done in a BX-51
Olympus fluorescence microscope, equipped with 100x lens, U-
MVB filter and colour camera XC-50, with emitted light in the
region of blue, with simultaneous evaluation of the fluorescence
molecular probe. Such plates were also investigated through SERS
spectroscopy. The evaluation of cells was made directly on the cir-
cular glass coverslips present in each well.

2.2.4. Evaluation of the interactions of mAuNP-Anti-HFol with BCG-
infected macrophages by SERS spectroscopy

SERS spectra were recorded on coverslips, containing macro-
phage cells, after incubation with mAuNP and mAuNP-Anti-HFol,
in different concentrations of RP, followed by washing with culture
medium and drying as described in 2.2.3 section. SERS spectra
were obtained by using a Senterra-Bruker spectrometer, coupled
with an Olympus optical microscope, equipped with
50 x objective lens, diffraction grating with 1800 grooves per
mm and thermoelectrically cooled charge coupled device detector.
The excitation line with wavelength at 632.8 nm, was obtained
from a He-Ne laser and the collection pattern was 20 s, with 2
mW laser power. The plotted spectra are the average of those
obtained with higher signal from triplicate assays.
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2.2.5. Evaluation of BCG viability from infected macrophages after
incubation with mAuNP-Anti-HFol

BCG viability assay was made based on the protocol of Live/
Dead™ BacLight™ kit (Molecular Probes Eugene, inc, ThermoFisher
Scientific, OR, USA, #L7012) for fluorescence microscopy. The
macrophages were lysed with 0.1% saponin solution after incuba-
tion with mAuNP-Anti-HFol, as described above, and BCG bacteria
were collected. It was added 3 pL of Live/Dead dyes in 1 mL of bac-
terial suspension and incubated in the dark for 15 min [33]. After
this procedure, 5 pL were pressed between glass coverslips and
the count of stained bacteria was done in a fluorescence micro-
scope at 3 slots in each sample, according to the manufacturer's
instructions (Molecular Probes).

2.2.6. Statistical analysis in cell viability experiments

The results were expressed as mean + standard error of the
mean; data were analysed statistically by means of ANOVA soft-
ware, followed by the Neuman-Keuls-Student’s test; levels of sig-
nificance were set at p < 0.05; all statistical results were
obtained by using GraphPad Prism 5.0 software.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of the AuNP synthesis

The AuNP aqueous suspension was characterized through
UV-VIS spectroscopy as presented in Fig. 2a, where a localized sur-
face plasmon resonance band can be observed at around 522 nm.
Such a feature indicates AuNP were formed with a narrow size dis-
tribution. The SEM micrograph was obtained from this sample and
that hypothesis was confirmed, as can be observed in the Fig. 2b.
The synthesized AuNP presented quasi-spherical shapes, which
consist of anisotropic polyhedrons [48], with dimensions varying
between 10 and 30 nm, as determined by SEM images.

3.2. Macrophage cell viability

Fig. 3 presents the viability assay of macrophage cells, before
infection with BCG, against components and preparations used in
this work.

Fig. 3a shows that CV, ME and HFol were more toxic to macro-
phage cells than when they were coadsorbed on the surface of gold
(mAuNP). Noteworthy, non-modified AuNP was less toxic for such
cells, which presented 97% of viability. Fig. 3b shows RP presented
relevant toxicity for macrophage cells from 5 to 50 pmol L' con-
centration range. Fig. 3c and 3d present cell viabilities with RP con-
centration altering in the same range, but adsorbed on the surface
of either mAuNP or mAuNP-Anti-HFol, respectively. Such prepara-
tions presented low toxicity for macrophages, but increasing with
RP concentration, and such viability values were near of those
obtained with RP alone.

Table 1 presents some values extracted from the results of the
toxicity of RP for macrophage cells, when alone or in combinations
with mAuNP or mAuNP-Anti-HFol (Fig. 3b, 3¢ and 3d). From such
values one can be observe that, in the presence of Anti-HFol, prepa-
rations with RP in higher concentrations presented a tendency to
be less toxic for macrophage cells. In conclusion, the coadsorption
of all components in the metallic surface diminished their toxic
effects, probably due to steric effects, since the presence of
adsorbed macromolecules precludes the interactions of such
chemical agents with the cell wall.
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Fig. 2. (a) UV-VIS spectrum of AuNP aqueous suspension; (b} SEM micrograph of AuNP samples dried on Si substrate.
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Fig. 3. Cell viability assay for macrophages incubated with (a) each component used to synthesis of mAuUNP-Anti-HFol, (b) RP in different concentrations, (¢) mAuNP and (d)
mAuNP-Anti-HFol with different concentrations of RP. * p < 0.05 between control macrophages and treated groups.
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Table 1

Percentage of viable macrophages after incubation with RP, in different concentrations, in the absence and presence of mAuNP and mAuNP-Anti-|
RP concentration (pmol L") 50 10 5 1 0.05
RP 770 84.7 86.7 92.0 95.0
mAUNP 793 86.0 90.0 92.6 953
mAuNP-Anti-HFol 833 863 903 93.0 96.0

3.3. Interactions of mAuNP-Anti-HFol with BCG-infected macrophages
evaluated by fluorescence microscopy and SERS spectroscopy

Fig. 4 shows images obtained by fluorescence microscopy of
DAPI-dyed nuclei of macrophages before and after incubation with
mAuNP-Anti-HFol.

It is possible to observe in the fluorescence image from Fig. 4b
the presence of circular light stains near nuclei, after the macro-
phages were exposed to mAuNP-Anti-HFol. Such features have
dimensions which allow us associate them with clusters of metal-
lic nanoparticles with size around hundreds of nanometers. How-
ever, before the exposition of macrophages to nanocarriers
(Fig. 4a) this image pattern with such stains was not observed. In
this way it is possible to infer that mAuNP-Anti-HFol undergo
internalization into macrophage cells.

SERS spectra of CV are presented in Fig. 5. They were recorded
on BCG-infected macrophages before and after the incubation with
either mAuNP-Anti-HFol or mAuNP, after the biological film be
washed and dried.

The average SERS spectra of CV plotted in Fig. 5a-c were
obtained from triplicate samples of macrophages incubated with
mAuNP-Anti-HFol when concentrations of RP were altered. Even
though a variation in the mean SERS signal of CV is present, it is
clear the presence of the molecular probe in the macrophages.
The higher signal-to-noise ratios indicate the definitive presence
of plasmonic nanoparticles as consequence of effective interactions
of mAuNP-Anti-HFol with the macrophage cells. It is possible that
clusters of gold nanocarriers were formed due to the chemical
environment in the interior of macrophages, leading to the forma-
tion of hot spots that were responsible for the enhancement of the
SERS signal. On the other hand, after the incubation of macro-
phages with mAuNP, which contend adsorbed CV, but have Anti-
HFol absent in the composition (Fig. 5d), the SERS spectra of CV
could not be definitively characterized, allowing to infer the inter-
actions of mAuNP with the cells were severely hindered. The last
result indicates that after the incubation, the washing process
was efficient to remove the greater part of mAuNP, which are not
strongly bonded to macrophage membranes. In agreement, before
the incubation of macrophages with any preparation none SERS
signal was observed (Fig. 5e). One can be rationalize that

(a)

Anti-HFol was adsorbed on the surface of mAuNP through its inter-
action with the previously adsorbed antigen HFol. In such condi-
tions the Fc portion of the antibody was available to be
recognised by the macrophages and it was definitively essential
for the phagocytosis process. It is important to note that adsorbed
CV on gold surfaces presents strong SERS signal, due to the Reso-
nance Raman Effect with the used laser line, superimposing its
SERS response over all coadsorbed substances, being for this reason
a conspicuous molecular probe. Such observed more intense SERS
bands of CV are in agreement with its published SERS pattern
and can be ascribed to adsorption mechanism involving charge
transfer between nitrogen atoms and the metal surface [49]. In
particular on gold surfaces, enhanced bands at 1616 and
1367 cm ', assigned to C = C stretching and Cyng-N stretching
modes, respectively, indicate the ring involved in the bond with
the metallic surface is tilted [45].

3.4. BCG mortality of bacteria lysed from macrophages after
incubation with mAuNP-Anti-HFol

After the incubation of BCG-infected macrophages with
mAuNP-Anti-HFol, the lysing of them was induced and BCG bacte-
ria were collected and evaluated for their metabolic performance.
Counts of dead and living cells are presented in the histogram of
Fig. 6.

Different assays with distinct concentrations of RP resulted in
high mortality of BCG bacteria, which were significantly greater
than that observed in the control assay. The mortalities were
higher than 60% for all concentrations of RP and for 50 umol Lt
it was around 95.8%. Clearly the mortality was higher as RP con-
centration increased. Such results allow stating mAuNP-Anti-HFol
was internalized and RP was active against BCG bacteria in the
interior of macrophages.

It is noteworthy the role of ME in this composition, since from
previous works we could observe that this mercaptan is a strong
hydrogen bond promoter and favored the adsorption of HFol
[46]. The presence of this adsorbate certainly was fundamental
for the anchorage of Anti-HFol antibody on the metallic surface.
One cannot be discarded the possibility of hydrogen bonds,
mediated by ME, collaborates also for additional interactions of

(b)

Fig. 4. Fluorescence images of nuclei of macrophages stained by DAPI, obtained (a0 before and (b) after the exposition to mAuNP-Anti-HFol. Size images: 100 pm = 130 pm.
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Fig. 6. Mortality of BCG after lysing of infected macrophage incubated with
mAuNP-Anti-HFol, in different concentrations of RP. * p < 0.05 between infected
macrophage and mAuNP-Anti-HFol treated groups.

Anti-HFol, since this surface modifier presented important role in
the adsorption of macromolecules on gold surface as proved by
SERS spectroscopy of bovine serum albumin [45], Such strong
enlace allowed this composition works as RP nanocarrier when it
was recognized by macrophage receptors. Nevertheless, the

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 255 (2021) 119660

enhancement of RP interactions with ME-modified gold surface,
also previously observed [44], allowed the internalization of
mAuNP-Anti-HFol, which led to the carrying of active antibiotic
molecules into the cells.

4. Conclusions

The use of mAuNP-Anti-HFol as nanocarriers of RP to combat
BCG bacteria infecting macrophages presented outstanding results
in vitro. The efficiency of the drug delivery was proven by the
enhancement of the mortality of bacteria, which were tested after
the lysis of macrophages.

The assays to evaluate the toxicity of drug nanocarriers for
macrophages showed the preparations had low toxicity and
mAuNP-Anti-HFol were less toxic than each isolated component
used in their synthesis. Fluorescence microscopy indicated that
interactions of mAuNP-Anti-HFol with macrophage cells can have
occurred, with the consequent internalization of drug nanocarriers.
SERS spectroscopy supported this assumption, since the SERS sig-
nal of the CV molecular probe only was observed when mAuNP
were appended with coadsorbed Anti-HFol antibody. Such results
can be ascribed to the phagocytosis of mAuNP-Anti-HFol favored
by the recognition of the non-specific Fc portion of antibodies by
macrophage cells, since Fab was compromised by specific interac-
tions with HFol, also coadsorbed on gold surfaces. The counting of
the number of dead and living BCG cells, after the lysis of macro-
phages, which were previously incubated with mAuNP-Anti-HFol,
showed the mortality of bacteria approaches to 95% for the compo-
sition containing 50 pmol L' of RP.

These set of results strongly indicates the internalization of
mAuNP-Anti-HFol in macrophage cells occurred, preserving the
activity of the drug. Therefore, it is possible to visualize perspec-
tives for new strategies to avoid the loss of efficiency of antibiotics
due to long time use through their association with drug delivery
systems and thus, making a way to face the problem of bacterial
resistance.
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