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RESUMO

O céancer é caracterizado pelo acumulo de alteragbes genéticas e perda da
regulacdo dos processos celulares normais, como a proliferagdo e morte celular.
Além disso, a reprogramagdo metabdlica em células tumorais contribui para o
crescimento, sobrevivéncia, evasao do sistema imune e o recrutamento de células
para o microambiente tumoral. Entre as células imunes recrutadas pelo tumor, os
macrofagos estdo entre os mais abundantes e influenciam a progressao tumoral e
resposta antitumoral. Macrofagos pro-inflamatérios (fendtipo M1) podem auxiliar na
destruicdo tumoral, enquanto macréfagos anti-inflamatérios (perfil M2) contribuem
para a imunossupressao e a progressao tumoral. Em macréfagos as alteragdes no
metabolismo celular estdo relacionadas a proliferacdo, sobrevivéncia e aos
diferentes fendtipos funcionais. Nesse contexto, Smilax spp. sao utilizadas como
plantas medicinais e ja foram associadas as atividades imunomoduladoras e
antitumorais. Assim, o presente trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do
extrato metandlico de Smilax officinalis (SMEX) sobre a viabilidade e proliferagéo de
carcinoma mamario e macrofagos murinos, bem como na fungdo mitocondrial e
respostas efetoras de macréfagos. Inicialmente, avaliamos a influéncia do SMEx
sobre a viabilidade e proliferagdo de células 4T1 (carcinoma mamario murino) e
macrofagos J774A.1 através do ensaio de MTT, exclusdo de azul de tripan e
contagem de células viaveis. Nossos resultados demonstram que o SMEXx teve
efeitos citotoxicos em células 4T1 em menores concentragdbes comparado a
macréfagos. Os efeitos do SMEx sobre a viabilidade celular também foram avaliados
por determinagcdo de LDH extracelular e marcagdo com iodeto de propideo
(citometria de fluxo). O tratamento com SMEXx induziu vias de morte com rupturas da
membrana plasmatica em células 4T1. Enquanto em macréfagos a indugao de morte
pelo SMEXx foi observado apenas em 50 pg/mL, uma dose maior que as toxicas para
células 4T1. Uma vez que em macréfagos o SMEx nas menores doses reduziu o
metabolismo do MTT sem interferir na viabilidade e proliferacdo, nés avaliamos a
atividade mitocondrial dessas células. De acordo com os dados, o SMEXx foi capaz
de alterar a fungdo mitocondrial e pode-se sugerir que 0 mesmo induza a
reprogramacao metabdlica. Dessa forma, investigamos os efeitos do SMEX, nas
concentragbes nao toxicas, em macrofagos estimulados com IL-4 (fenotipo M2
dependente do metabolismo oxidativo), bem como em macréfagos estimulados com
LPS (perfil M1 que possuem metabolismo predominantemente glicolitico). Os nossos
resultados sugerem que o SMEx reduza os niveis de citocinas anti-inflamatdérias e
recupere parcialmente a secrecao de IL-12 em macréfagos M2. Em macréfagos M1
o SMEx nao alterou a producdo de mediadores pro-inflamatorios e reduziu a
secrecao de citocinas anti-inflamatérias. Em conjunto, os efeitos téxicos do SMEXx
em células tumorais associados a sua capacidade de modular a resposta de
macrofagos sugerem que o SMEXx possa contribuir para o controle do crescimento
de células tumorais e estimular os macrofagos para um perfil antitumoral. Conforme
0s nossos resultados, o SMEx representa um alvo promissor para novos estudos
direcionados a estratégias imunoterapéuticas para o cancer de mama.

Palavras chave: Cancer de mama. Reprogramacgao metabdlica. Macréfagos. Smilax.
Smilax officinalis.



ABSTRACT

Cancer is characterized by the accumulation of genetic alterations and loss of
regulation of normal cellular processes, such as cell proliferation and death. In
addition, metabolic reprogramming in tumor cells contributes to the growth, survival,
evasion of the immune system and recruitment of cells into the tumor
microenvironment. Among the immune cells recruited by the tumor, macrophages are
the most abundant and influence tumor progression and antitumor response.
Proinflammatory macrophages (M1 phenotype) may assist in tumor destruction, while
anti-inflammatory macrophages (M2 profile) contribute to immunosuppression and
tumor progression. In macrophages the alterations in the cellular metabolism are
related to the proliferation, survival and the different functional phenotypes. In this
context, Smilax spp. are used as medicinal plants and have already been associated
with immunomodulatory and antitumor activities. The aim of the present study was to
investigate the effects of the methanolic extract of Smilax officinalis (SMEXx) on the
viability and proliferation of mammary carcinoma and murine macrophages, as well
as mitochondrial function and effector response of macrophages. Initially, we
assessed the influence of SMEXx on the viability and proliferation of 4T1 cells (murine
mammary carcinoma) and J774A.1 macrophages through the MTT assay, trypan
blue exclusion and viable cell count. Our results demonstrate that SMEx had
cytotoxic effects on 4T1 cells at lower concentrations compared to macrophages.
The effects of SMEx on cell viability were also evaluated by extracellular LDH
determination and labeling with propidium iodide (flow cytometry).Treatment with
SMEXx induced death pathways with plasma membrane ruptures in 4T1 cells. While in
macrophages the induction of death by SMEx was observed only at the 50 pg/mL, a
higher dose than those toxic to 4T1 cells. Since in macrophages, SMEx at lower
doses reduced the metabolism of MTT without interfering with viability and
proliferation, we evaluated the mitochondrial activity of these cells. According to the
data, SMEx was able to alter mitochondrial function and it may be suggested that it
induces metabolic reprogramming. In this way, we investigated the effects of SMEX,
in non-toxic concentrations, on macrophages stimulated with IL-4 (M2 phenotype
dependent on oxidative metabolism), as well as on LPS-stimulated macrophages
(M1 profile with predominantly glycolytic metabolism). Our results suggest that SMEXx
reduces the levels of anti-inflammatory cytokines and partially recovers the secretion
of IL-12 in M2 macrophages. In M1 macrophages SMEXx did not alter the production
of pro-inflammatory mediators and reduced the secretion of anti-inflammatory
cytokines. Taken together, the toxic effects of SMEx on tumor cells associated with
their ability to modulate macrophage response suggest that SMEx may contribute to
the control of tumor cell growth and stimulate macrophages to an antitumor profile.
According to our results, SMEXx represents a promising target for new studies aimed
at immunotherapeutic strategies for breast cancer.

Key words: Breast cancer. Metabolic reprogramming. Macrophages. Smilax. Smilax
officinalis.
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1 INTRODUGAO

O cancer, com crescente incidéncia, deve representar a principal causa de
morte em todos os paises no século XXI (BRAY et al., 2018). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude, uma em cada seis mortes no mundo ocorre devido
ao cancer e a prevaléncia dos ultimos 5 anos é cerca de 43,8 milhdes de pessoas
diagnosticadas com cancer. Os tipos mais frequentes e com maior mortalidade séo o
cancer de pulmdo entre os homens e cancer de mama para as mulheres
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER IARC, 2018).

O cancer consiste em um conjunto de doengas complexas com caracteristicas
classicas, por exemplo, a instabilidade genética, proliferagdo excessiva e evaséo da
morte celular (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Outros marcadores emergentes adquiridos durante o desenvolvimento do tumor sao
a reprogramagao do metabolismo, evaséo do sistema imunoldgico e o recrutamento
de células, tais como fibroblastos e células imunes, para um microambiente tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Vias de sinalizagdo oncogénicas e sinais do ambiente direcionam a
reprogramacgado do metabolismo, o que sustenta o crescimento e sobrevivéncia das
células tumorais (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). A
maioria das células tumorais altera diferentes vias metabdlicas e a glicose
representa um substrato essencial para a proliferagdo e progressdo tumoral
(LIBERTI; LOCASALE, 2016). A reprogramagdo do metabolismo em células
tumorais resulta em diversos metabdlitos que influenciam o microambiente e
permitem o desenvolvimento tumoral e a evaséo do sistema imune (MAMAN; WITZ,
2018). No microambiente tumoral, os macréfagos sao as principais células imunes
(WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016).

Os macroéfagos séo efetores essenciais da imunidade inata e contribuem para
defesa do organismo, homeostase e patologias (BISWAS; MANTOVANI, 2010). Em
resposta a diferentes estimulos, essas células sofrem alteracbes metabdlicas para
suportar a proliferagao, sobrevivéncia e os diferentes fenétipos funcionais (KELLY;
O'NEILL, 2015). No microambiente tumoral, os macréfagos associados ao tumor

(TAMs) sao comumente descritos como anti-inflamatorios (fenétipos M2), os quais
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contribuem para a imunossupressao, progressao tumoral, angiogénese e metastase.
No entanto, macrofagos proé-inflamatérios (fendtipos M1) podem auxiliar na
destruicdo de células tumorais (HANAHAN; COUSSENS, 2012; WEAGEL et al.,
2015). Com base na plasticidade dos macrofagos e o suporte na resposta
antitumoral ou progressao tumoral, estratégias para a modulacdo de TAMs
representam opgdes de imunoterapia para o cancer (GUIDUCCI et al., 2005;
JOSEPHS; BAX; KARAGIANNIS, 2015).

Neste contexto, as espécies do género Smilax sdo amplamente usadas como
plantas medicinais. Diferentes estudos com Smilax spp. demostraram atividades
anti-inflamatéria e antioxidante (HIROTA et al., 2016), imunomoduladora (JIANG;
XU, 2003) e antitumoral (SHE et al., 2015; SHE et al., 2017). Apesar do seu uso
popular, a espécie brasileira Smilax officinalis ndo ha pesquisas relacionadas ao seu
potencial antitumoral, tanto como efeitos diretos em células tumorais, como na

modulagao de macréfagos para combater o tumor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer € um conjunto de doengas complexas e heterogéneas
representadas por mais de 100 tipos e subtipos de tumores (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Em termos globais estima-se 18,1 milhdes de novos casos de
cancer e 9,6 milhdes de obitos para 2018, enquanto até 2040 o numero estimado é
de 29,5 milhdes de novos casos por ano (IARC, 2018). Entre os homens o cancer de
pulm&o é o mais comumente diagnosticado e a principal causa de morte por cancer,
seguido pelo cancer de préstata e colorretal para incidéncia, e o cancer de figado e
estdmago para mortalidade (IARC, 2018). Ja na populagdo feminina o cancer de
mama € o mais frequente e a primeira causa de morte por cancer, seguido pelo
cancer colorretal e de pulmao por incidéncia, e vice-versa pela mortalidade (IARC,
2018).

Para o cancer de mama feminino estima-se para o ano de 2018 a ocorréncia
de 2,1 milhdes de novos casos, 0 que representa 24,2% dos tipos de cancer
diagnosticados em mulheres em todo o mundo, e com aproximadamente 627 mil
mortes em 2018 - 15% de todos os 6bitos por cancer (IARC, 2018). No Brasil a
estimativa é de 59.700 casos novos de cancer de mama para cada ano no biénio
2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos/100 mil habitantes. Esse tipo de
cancer € o mais frequente nas mulheres das regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste
(69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil), enquanto
no Norte, € o segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil) (Figura 1)(INCA, 2017).
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Mulheres

. 54 37 -6B,78

45,02 - 54,36

27,13 -45,01

15,23 -27,12

Figura 1: Incidéncia estimada para o cancer de mama no Brasil em 2018.

Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o
ano de 2018, por estado da Federagao.

Fonte: INCA, 2017.

Diversos fatores estdo associados a etiologia do cancer de mama feminino:
predisposi¢cdo genética; idade da primeira menstruagdo menor do que 12 anos;
menopausa apos os 55 anos; gravidez apds 30 anos ou mulheres que nunca
engravidaram; uso de alguns tipos de anticoncepcionais; terapia de reposigao
hormonal na menopausa, especialmente se por tempo prolongado; exposi¢cao a
radiacdo ionizante; consumo de bebidas alcodlicas; dietas hipercaldricas; e
sedentarismo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

O cancer de mama ¢é uma colegdo de doengas com caracteristicas
histopatolégicas distintas em decorréncia de variadas alteragbes genéticas,
ocasionando diferentes respostas aos tratamentos e desfechos clinicos (VARGO-
GOGOLA; ROSEN, 2007; ZARDAVAS et al., 2015). As caracteristicas morfolégicas
presentes nesse tipo de cancer constituem a base do sistema de classificagao
histolégica, o que possibilita informagdes progndsticas (SIMS et al., 2007; VARGO-
GOGOLA; ROSEN, 2007; ZARDAVAS et al., 2015). Em pacientes com cancer de
mama, também ha expressao heterogénea do receptor de estrogénio (ER), receptor

de progesterona (PR) e receptor do fator de crescimento epidérmico humano
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(HERZ2), biomarcadores utilizados na pratica clinica. Cerca de 60-70% dos cénceres
de mama sédo ER positivos e esse receptor desempenha um papel importante na
progressdo e no tratamento. J& o receptor HER2 estd presente em
aproximadamente 20-30% dos casos e correlaciona-se positivamente com a
agressividade do tumor (HAMMOND et al., 2010; KRISHNA et al., 2018).

2.2 FISIOPATOLOGIA DO CANCER

Com o suporte da instabilidade genética, a maioria das células tumorais
compartilham caracteristicas essenciais que auxiliam na sobrevivéncia, proliferacao
e disseminacao tumoral: autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade
aos supressores de crescimento, capacidade de resistir a sinais apoptéticos do
ambiente, potencial replicativo ilimitado, secre¢ao e intensa resposta a fatores de
crescimento e sinais pré-angiogénicos, invasao tecidual e metastase,
reprogramagao do metabolismo, evasédo do sistema imunolégico, e recrutamento de
células, como fibroblastos e células imunes, para um microambiente tumoral
(também chamado de estroma tumoral) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

O cancer é caracterizado pelo acumulo de um numero variavel de alteragdes
genéticas e perda da regulacdo dos processos celulares normais comumente
responsaveis pela manutencido das taxas de proliferacdo e morte celular nos
tecidos. Mutagbes em proto-oncogenes (genes estimuladores de divisdo celular)
originam 0s oncogenes, que permitem ganhos de fungdes as células alteradas. Ao
contrario, os genes supressores tumorais (genes relacionados ao controle negativo
do ciclo celular; gerenciamento da meia-vida ou processos de morte celular; e os
genes de reparo do DNA) quando modificados apresentam auséncia de sua agao e
proteinas nao funcionais podem ser codificadas ( WARD, 2002; LEVINE; PUZIO-
KUTER, 2012). As vias de sinalizagao oncogénicas sao frequentemente ativadas por
alteracdes genéticas como a perda da atividade do gene supressor tumoral p53 e
por oncoproteinas — como RAS, MYC, AMPK e a via da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K)/Akt, as quais influenciam diretamente a proliferacdo excessiva e evasao da
morte celular (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011).
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A proliferagao celular € precisamente regulada através do equilibrio de fatores
positivos e reguladores negativos. As células normais requerem sinais de
crescimento mitogénico (acédo paracrina) para a entrada e progressao do ciclo de
crescimento e divisdo celular, garantindo a homeostase e as fungdes teciduais. De
forma diferente, muitos tumores adquirem a capacidade de sintetizar ou induzir a
secrecdo de fatores soluveis de crescimento necessarios para a estimulagao
autécrina e de outros tipos celulares, por exemplo, o fator de crescimento
transformador beta (TGF-); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); e fator
de crescimento epidérmico (EGF). A sinalizacdo proliferativa também pode ser
desregulada em relacédo aos seus receptores, com a superexpressao permitindo
hiper-responsividade a fatores de crescimento ou sinalizagdo independente de
ligante (WITSCH; SELA; YARDEN, 2010). No caso de alteragbes em fatores
supressores de crescimento no cancer, modificacdes em mecanismos de
retroalimentagcdo negativos melhoram a sinalizagdo proliferativa e auxiliam o
descontrole do crescimento e o desenvolvimento tumoral (FREEMAN, 2000; AMIT et
al., 2007).

Uma caracteristica também presente no cancer é a evasao da morte celular
com alteragdes em mecanismos regulados, como a apoptose e necroptose, que
suportam a sobrevivéncia, progressdao tumoral e resisténcia aos tratamentos
(PENTIMALLI et al., 2018; MESSMER; SNYDER; OBERST, 2019). A apoptose € um
processo fisioldgico essencial para o desenvolvimento e a homeostase tecidual
(FUCHS; STELLER, 2015). Normalmente a apoptose ocorre através de duas rotas:
extrinseca e intrinseca. A via extrinseca é iniciada por sinais pro-apoptoticos
extracelulares, que atuam via receptores de morte localizados na superficie das
células. As interacdes de receptores da superfamilia do fator de necrose tumoral
(TNFR) e os seus ligantes desencadeiam essa via - por exemplo, o receptor FAS
(também conhecido como CD95 ou APO-1) e o ligante de FAS (FASL), assim como
o receptor TNFR e o ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL)
(DICKENS et al., 2012). Ja a via intrinseca € regulada por sinais intracelulares e a
familia de proteinas Bcl-2 coordena a sinalizagdo da apoptose com a participagao
mitocondrial. As caspases relacionadas com as duas vias clivam seus substratos
levando a condensacéo e fragmentagédo nuclear (FOX; MACFARLANE, 2016; CHIU
et al., 2018). Outras caracteristicas da apoptose sdo a redugdo do volume celular,

externalizacao de fosfolipidios de membrana como a fosfatidilserina, manutencgao da
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integridade da membrana plasmatica e liberagdo de corpos apoptoticos (FUCHS;
STELLER, 2015).

A evasao a apoptose em tumores ocorre pela modulacido da expressdo ou
interagdo de proteinas e a regulagdo metabdlica. Nas células tumorais podem ser
observadas a perda ou inibicdo do fator p53, expressdo de inibidores das vias
extrinseca (por exemplo, a proteina cFLIP) e intrinseca (fatores anti-apoptéticos da
familia Bcl-2), regulacdo negativa de proteinas pré-apoptéticas da familia Bcel-2, e
indugao do fator 1 induzido por hipdxia (HIF1) que auxilia o metabolismo glicolitico,
angiogénese e imunossupressdo (FERNALD; KUROKAWA, 2013; SANIN et al.,
2018).

Além da apoptose, estudos recentes demonstram que a necroptose também
desempenha fungdes no controle tumoral. A necroptose auxilia na morte celular
independente de caspases no periodo embrionario na auséncia da apoptose, na
homeostase de células T e na resposta a doencas infecciosas e ao cancer
(KACZMAREK; VANDENABEELE; KRYSKO, 2013; FENG et al., 2015). Essa via de
morte € iniciada por receptores como FAS e TNFR1, receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) incluindo os receptores tipo toll 3 (TLR3) e TLR4, e proteina de
ligacdo a Z-DNA 1 (ZBP1; também conhecida como DAI). A transducdo de sinais
depende do complexo proteina quinase 1 (RIPK1) - RIPK3 e a proteina semelhante
a um dominio de quinase de linhagem mista (MLKL) e pode ser inibida pela
Necrostatina-1 (KACZMAREK; VANDENABEELE; KRYSKO, 2013; GALLUZZI et al.,
2018). As alteragbes morfolégicas observadas sdo aumento do volume celular,
hidrolise desorganizada e extensa da cromatina e do DNA, rapida perda da
integridade da membrana plasmatica com liberacdo do conteudo celular e a
exposicdo de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs) (LAMKANFI,
DIXIT, 2010).

A necroptose contribui para a eliminagao de células tumorais e permite que as
células apresentadoras de antigeno (APCs), via apresentagdo cruzada, ativem
linfécitos T CD8+ naive, efetores essenciais na resposta imune antitumoral. Apesar
disso, a regulagdo negativa da expressao de RIPK3 e MLKL em alguns tumores
sugere um mecanismo de escape da necroptose no cancer (FENG et al., 2015; KOO
et al., 2015). No entanto, a necroptose extensa pode aumentar o risco de metastase
tumoral com a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), a inflamacéo e a
supressao do sistema imune (FENG et al., 2015; NAJAFOV; CHEN; YUAN, 2017).
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Além das modificagdes relacionadas a proliferacdo excessiva e supressao da
morte celular, o céncer consiste em complexos microambientes compostos por
populagdes celulares heterogéneas e condigdbes ambientais distintas (MAMAN;
WITZ, 2018). As interagbes no microambiente tumoral sdo essenciais para a
reprogramacao metabdlica de diferentes tipos celulares e para a evasao da resposta

imune, duas caracteristicas emergentes no cancer e que serao abordadas a seguir.

2.3 REPROGRAMAGCAO METABOLICA EM CELULAS TUMORAIS

A reprogramacgao metabdlica resulta de mutagbes oncogénicas e sinais
extrinsecos para satisfazer as necessidades de proliferacdo e sobrevivéncia das
células. As alteragbes nos metabdlitos associadas a reprogramagao metabdlica no
cancer tém efeitos na expressdao génica, na diferenciacdo celular e no
microambiente tumoral (WARD; THOMPSON, 2012; PAVLOVA; THOMPSON,
2016). Um fenotipo metabdlico bem descrito em diversos tumores € o efeito
Warburg, em que a glicose € convertida em lactato pela fermentagdo em vez de ser
totalmente metabolizada em dioxido de carbono via fosforilacdo oxidativa
mitocondrial (OXPHOS), mesmo na presenga de oxigénio e mitocdndrias funcionais
(JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015; LIBERTI; LOCASALE, 2016).

A fermentacdo aerdbica suporta a rapida proliferacdo celular com a
manutencao do estado energético atraves da geragao de adenosina trifosfato (ATP).
Além disso, o metabolismo glicolitico, como fonte de carbono, fornece intermediarios
para as vias de biossintese de novos nucleotideos, lipideos e aminoacidos
necessarios para a proliferagao celular. Enquanto a produgéo da molécula reduzida
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), fornece poder redutor em
muitas reagbes enzimaticas (como cofator) e também atividade antioxidante
permitindo o equilibrio redox apropriado (VILLALBA et al., 2013; LIBERTI;
LOCASALE, 2016).

Assim como o metabolismo da glicose, o metabolismo da glutamina auxilia a
proliferagdo de células tumorais. A glutamindlise contribui como fonte de
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (TCA, também chamado de ciclo de

Krebs), como fonte de carbono e nitrogénio para produgdo de outros aminoacidos,
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nucleotideos e lipideos, e para a manutengcéo redox (DEBERARDINIS; CHENG,
2010; BELORIBI-DJEFAFLIA; VASSEUR; GUILLAUMOND, 2016).

O catabolismo da glicose e glutamina em células tumorais produz altas
concentragdes de lactato. Esse metabdlito pode ser utilizado como fonte de energia
por células oxidativas no microambiente tumoral, ser capaz de induzir a
reprogramagao metabodlica em outras células do estroma, e sinalizar para o
endotélio estimulando a angiogénese e auxiliando o processo inflamatorio no tumor
(DOHERTY; CLEVELAND, 2013; PEREZ-ESCUREDO et al., 2016).

Além disso, o fendtipo das células tumorais também é influenciado por
condigdes do microambiente tumoral, por exemplo, a hipéxia e acidose (MAMAN;
WITZ, 2018). A hipdxia desencadeia alteragbes moleculares como a indugdo de
HIF1-a que regula a transcricdo de genes associados a ativagdo da via
glicolitica/supressao da fosforilagdo oxidativa, autofagia mitocondrial e sintese de
acidos graxos. Essas modificagbes induzidas pela hipoxia estdo envolvidas na
progressao do tumor como angiogénese, invasao tecidual e metastase, e
recrutamento de diversas células para o microambiente (JUSTUS; SANDERLIN;
YANG, 2015; SEMENZA, 2016). O acumulo de lactato e a acidificagdo do meio
extracelular, efeitos da reprogramacdo metabdlica das células tumorais e da
condigdo de hipdxia, representam estratégias para um microambiente capaz de
promover a proliferacdo da célula tumoral e evasédo do sistema imune (PAVLOVA;
THOMPSON, 2016).

2.4 EVASAO DO SISTEMA IMUNE

No microambiente do tumor as células tumorais interagem com células
residentes e/ou recrutadas, entre elas células vasculares e imunes, componentes da
matriz extracelular e fatores soluveis. As interacdes bidirecionais resultam em
diferentes fendtipos celulares e regulam a sobrevivéncia e crescimento tumoral
(MAMAN; WITZ, 2018).

No infiltrado de células imunes presente no microambiente tumoral os
macréfagos s&o os mais abundantes e influenciam diretamente a manutencédo e

progressao tumoral, a resposta imune antitumoral e a resposta terapéutica (NOY;
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POLLARD, 2014; WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). A ativagéo e a polarizagdo dos
macréfagos sao significativamente moduladas pelo tipo de céncer, estagio de
desenvolvimento e o0s sinais soluveis no microambiente tumoral (BISWAS;
MANTOVANI, 2010).

A ativacdo dos macréfagos resulta em um espectro de fenétipos funcionais,
com as subpopulacées M1 e M2 representando os extremos (MOSSER; EDWARDS,
2008; MURRAY et al., 2014). Os macrofagos M1 séo recrutados para o tumor e
podem auxiliar na destruicdo de células tumorais através de diferentes mecanismos
efetores, tais como, produgdo de ROS, éxido nitrico (NO), fagocitose das células
alvo, e producgao de citocinas pré-inflamatérias capazes de direcionar a imunidade
adaptativa para o perfil T helper 1 (Th1). Os macréfagos pro-inflamatorios também
modulam negativamente as células imunossupressoras como macrofagos M2,
células supressoras de origem mieléide (MDSCs) e células T regulatérias (Tregs)
(MURRAY; WYNN, 2011; WEAGEL et al., 2015). Entretanto, os macréfagos
associados ao tumor (TAMs) sao frequentemente caracterizados com o perfil M2. No
microambiente tumoral, os produtos do metabolismo tumoral como lactato,
quimiocinas e citocinas (por exemplo, CCL2, fator 1 estimulador de colénia (CSF-1),
interleucina 10 (IL-10) e TGF-B) suportam a polarizagdo dos macrofagos residentes
para o fenétipo M2 (COLEGIO et al., 2014; JOSEPHS; BAX; KARAGIANNIS, 2015;
VAHL et al., 2017). Associado a isso os TAMs atuam na producgao de IL-10, fatores
angiogénicos como TGF-3, VEGF e EGF, metaloproteinases e com o recrutamento
de células Treg, o que contribuem para a imunossupressao e resulta na progresséo
tumoral, angiogénese e metastase (HANAHAN; COUSSENS, 2012; WEAGEL et al.,
2015).

2.5 REPROGRAMAGAO METABOLICA NA POLARIZACAO DE MACROFAGOS

Os mondcitos/macrofagos sao efetores essenciais da imunidade inata e
contribuem para o desenvolvimento dos tecidos, defesa do organismo, homeostase
e em diversas patologias, inclusive o cancer. Essas células originam-se de
precursores da medula Ossea e sao altamente heterogéneas (BISWAS;
MANTOVANI, 2010; MURRAY; WYNN, 2011; ODEGAARD; CHAWLA, 2011).
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Em resposta a disponibilidade de oxigénio e nutrientes, todas as células
realizam alteragbes metabdlicas para apoiar a sobrevivéncia e proliferagéo
(THOMPSON, 2011). Além das condigbdes ambientais, as células imunes também
estdo sujeitas a reprogramacdo do metabolismo frente a citocinas, DAMPs e
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs)(GANESHAN; CHAWLA,
2014; PEARCE; PEARCE, 2013). As alteragdes nas vias metabdlicas de macréfagos
modulam o crescimento, sobrevivéncia e fendtipo celular, com controle de eventos
transcricionais e pos-transcricionais que sao centrais para a ativacdo e polarizagao
(JHA et al., 2015a; KELLY; O’'NEILL, 2015).

Experimentalmente, macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias gram-negativas, um agonista do receptor tipo toll 4 (TLR4), e/ou citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a ou IFN-y caracterizam o perfil de polarizagdo M1
(Figura 2). A ligacdo LPS-TLR4 ou citocina-receptor induz a ativacao de fatores de
transcricdo como o NF-kB (fator nuclear-kappaB) e STAT1 (transdutores de sinal e
ativadores de transcricdo 1) e a producdo de mediadores pro-inflamatérios como
intermediarios reativos de nitrogénio e ROS, TNF-a, IL-18 e IL-6 (LAWRENCE;
NATOLI, 2011). Macrofagos M1 também apresentam aumento da expressdo do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il e moléculas
coestimulatorias (por exemplo, CD80, CD83 e CD86), bem como a produgao de IL-
12 e IL-23 que direcionam a imunidade adaptativa para o perfil Th1 e Th17
(MANTOVANI et al.,, 2004; BISWAS; MANTOVANI, 2010). Contrariamente,
macrofagos estimulados com IL-4, IL-13 ou corpos apoptoticos sdo descritos como
perfil M2 (Figura 2). Macréfagos M2 ativam o fator de transcrigdo STAT6 além de
outros fatores como STAT3 e PPAR-y (receptor-y ativado por proliferadores de
peroxissoma) (ODEGAARD et al., 2007; MARTINEZ et al., 2013). O fenétipo M2
caracteriza-se pela baixa producao de citocinas pro-inflamatérias e aumento de
mediadores anti-inflamatorios (por exemplo, IL-10 e IL-1RA). Essas células também
apresentam maior expressdo das moléculas de superficie CD206 e CD163, e
quimiocinas que participam do recrutamento de linfocitos do perfil Th2, eosindfilos,
basdfilos e linfécitos Treg. Assim, os macréfagos M2 contribuem para a polarizagao
de uma resposta adaptativa de perfii Th2 (VAN DEN BOSSCHE et al., 2009;
BISWAS; MANTOVANI, 2010). Aléem disso, macrofagos M2 produzem fatores de

crescimento que estimulam as células epiteliais e os fibroblastos, incluindo TGFB1 e
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VEGF, o que auxilia no reparo tecidual, angiogénese e imunossupressao (BISWAS;
MANTOVANI, 2010; MURRAY; WYNN, 2011).

M1 M2

Estimulos: LPS e/ou IFN-y ou IL-4 ou IL-13 ou
TNF-a corpos apoptaéticos
TNF-a IL-10
Mediadores: IL-1P TGF-B
IL-6 VEGF
IL-12
Marcadares: INOS, STAT1 Argl, STAT6

Figura 2: Marcadores da polarizagao experimental de macrofagos M1 e M2.

Macréfagos M1 podem ser induzidos experimentalmente pela ativagdo com LPS ou citocinas pro-
inflamatérias IFN-y e TNF-a. Enquanto citocinas anti-inflamatérias IL-4 e/ou IL-13, e corpos
apoptoticos induzem experimentalmente macréfagos M2. A figura representa as moléculas de
superficie, citocinas, enzimas e fatores de transcricdo para os dois fenétipos de macrofagos.
Adaptado de LUGO-VILLARINO et al., 2011.

A ativagdo e polarizagdo dos macrofagos para os perfis M1 e M2 e suas
fungdes efetoras sao suportadas por alteragdes no metabolismo celular (PEARCE;
PEARCE, 2013; VAN DEN BOSSCHE et al., 2016). Os macrofagos M1 alteram o
metabolismo da glicose para a fermentagdo aerobica (semelhante ao que ocorre em
células tumorais) com a supressao da fosforilagdo oxidativa. Observa-se também o
aumento da via das pentoses fosfato e geracdo de intermediarios para sintese de
proteinas e nucleotideos, bem como NADPH para produgao de ROS pela NADPH
oxidase (Figura 3A) (FREEMERMAN et al., 2014; KELLY; O’NEILL, 2015; NAGY;
HASCHEMI, 2015). Em macréfagos pro-inflamatérios a atividade mitocondrial
também é desviada para a geragdo de ROS (VAN DEN BOSSCHE et al., 2016).
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Além disso, em macrofagos M1 parte do piruvato produzido pelo metabolismo
glicolitico alimenta o TCA. No entanto o piruvato ndo é totalmente metabolizado em
CO;, (diéxido de carbono) uma vez que o TCA apresenta duas quebras. A primeira
quebra no TCA ocorre ao nivel do citrato, que é desviado para sintese de acidos
graxos, enquanto as etapas posteriores do TCA sao alimentadas pela glutamindlise.
Ja a segunda quebra € observada ao nivel do succinato, o qual € translocado para o
citoplasma e estabiliza HIF1a (MICHELUCCI et al., 2013; TANNAHILL et al., 2013;
O’NEILL, 2015). O HIF1a ativa a transcricdo de genes para o fluxo glicolitico e a
producao de mediadores inflamatdrios, por exemplo, IL-18 (RODRIGUEZ-PRADOS
et al., 2010; TANNAHILL et al., 2013). Ja o metabolismo da L-Arginina é realizado
pela enzima éxido nitrico sintase 2 (NOS2 ou iINOS) sustentando a produgédo de NO
e L-citrulina (BISWAS; MANTOVANI, 2011).

Em contraste com macréfagos M1, no fenétipo M2 o metabolismo oxidativo é
regulado positivamente. A fosforilagdo oxidativa é realizada para geragéo de ATP e
o TCA esta intacto (Figura 3B) (JHA et al.,, 2015; PEARCE; PEARCE, 2013). Em
resposta a IL-4 os macréfagos M2 realizam a lipdlise lisossomal como fonte de
acidos graxos (HUANG et al., 2014). A maior captagéo e oxidagao de acidos graxos
e a biogénese mitocondrial sdo suportadas pelos fatores PPAR-y e PGC-1p (PPAR-
y coativador 1-beta) (VATS et al., 2006; NOMURA et al., 2016). Além do piruvato e a
oxidacao dos acidos graxos o TCA é alimentado pelo aumento do metabolismo da
glutamina e outros aminoacidos (SICA; MANTOVANI, 2012; O'NEILL, 2015). Outra
diferenca metabdlica em macrofagos M2 é a conversdo da L-Arginina pela enzima
arginase 1 (Arg1) em ornitina e uréia (BISWAS; MANTOVANI, 2011; O’NEILL;
HARDIE, 2013).
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Figura 3: Reprogramacgao metabdlica em células imunes.

Vias metabdlicas descritas na polarizacdo de (A) macréfagos M1 e na resposta inflamatéria e
antimicrobiana e (B) macrofagos M2 e na resposta imune anti-helmintos.

Adaptado de O'NEILL; KISHTON; RATHMELL, 2016.

Com base na plasticidade efetora e metabdlica dos macrofagos e no suporte
a resposta antitumoral e progressao tumoral oferecido pelos TAMs, estratégias para
a modulacdo de TAMs podem auxiliar o sistema imune a combater o cancer (NOY;
POLLARD, 2014; WEAGEL et al., 2015).

2.6 IMUNOTERAPIA DO CANCER

O sistema imune apresenta um grande potencial para o controle da
progressao tumoral e destrui¢cdo especifica, sem toxicidade para os tecidos normais,
bem como geragcdo de memoria imunolégica em longo prazo (FINN, 2012). A
imunovigilancia possui mecanismos de supressao tumoral através das células e
moléculas efetoras da imunidade inata e adaptativa, incluindo macréfagos, células
NK e linfécitos T e B (VESELY et al., 2011; CORTHAY, 2014). No entanto, com o
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auxilio do microambiente tumoral e a reprogramacdo do metabolismo celular, uma
caracteristica do cancer é a evasao da destruicdo imune (HANAHAN; WEINBERG,
2011; BISWAS, 2015).

Os estudos dos componentes das respostas imunes antitumorais e os
mecanismos de escape no cancer permitiram o desenvolvimento de novas formas
de tratamento (TOPALIAN; DRAKE; PARDOLL, 2015). A imunoterapia envolve
intervengdes para induzir ou estimular o sistema imune a reconhecer, rejeitar e
destruir o tumor (LESTERHUIS; HAANEN; PUNT, 2011). Atualmente varias
abordagens imunoterapéuticas sao utilizadas em pacientes com estagios avancados
de cancer, como inibidores de pontos de verificagdo imunoldgicos e as citocinas IL-2
e interferon alfa (IFN-a) (ABDEL-WAHAB; ALSHAWA; SUAREZ-ALMAZOR, 2017,
ANDREWS; WARGO, 2017; PATEL; MINN, 2018).

Estratégias imunoterapéuticas e direcionadas para células tumorais modulam
diretamente os TAMs ou influenciam componentes do microambiente tumoral, por
exemplo, respostas imunes adaptativas (MANTOVANI; ALLAVENA, 2015). Opc¢odes
imunoterapéuticas com macréfagos para o cancer sdo o bloqueio do recrutamento
dessas células para os tumores, a supressao da sobrevivéncia de TAMs, sua
reprogramagao para o fenotipo M1 ou o aumento de suas atividades antitumorais
(JOSEPHS; BAX; KARAGIANNIS, 2015; WEAGEL et al., 2015).

Os métodos descritos para reprogramar os macrofagos para o fenétipo M1 e
estimular as atividades antitumorais de TAMs incluem: administracédo de agonistas
de TLR, por exemplo, LPS, acido policitidilico (polyl:C), monofosforil-A, imiquimod e
oligodesoxinucletdtido  contendo  dominios CpG  (CpG-ODN); anticorpos
coestimulatérios de CD40; bloqueio de IL-10 com anticorpos contra o seu receptor
IL-10R; entrega de citocinas imunoestimuladoras como IL-12 para indugdo da
resposta de linfécitos Th1; ou direcionamento de moléculas sinalizadoras
intracelulares como PI3Ky (COUSSENS; ZITVOGEL; PALUCKA, 2013; CASSETTA;
POLLARD, 2017).

No que diz respeito a imunoterapia com alvo em macrofagos residentes no
tumor, a sinalizagao através do CSF1R (receptor do fator 1 estimulador de col6nia)
também regula os fenétipos de TAMs. O bloqueio do CSF1 ou seu receptor CSF1R
reduz o infiltrado de macréfagos e promove respostas adaptativas efetoras em
modelos de adenocarcinomas mamarios (DENARDO et al., 2011; STRACHAN et al.,

2013). Ja em modelo murino de glioma, a inibicdo do CSF1R direciona o fendtipo de
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TAMs para a resposta antitumoral e tem efeitos na progressao tumoral (PYONTECK
et al., 2013).

Estudos recentes demonstram que os TAMs também modulam as respostas
de varias terapias antitumorais, incluindo a quimioterapia, radioterapia, drogas
direcionadas para as células tumorais e vasculares, e imunoterapéuticos (DE
PALMA; LEWIS, 2013). As abordagens terapéuticas atualmente utilizadas para o
cancer podem promover mecanismos antitumorais de TAMs ou permitir que os
TAMs auxiliem a progressao tumoral, revascularizagéo, disseminacao e resisténcia
aos tratamentos (TARIQ et al., 2017).

Apesar das diversas estratégias imunoterapéuticas voltadas para os TAMs
empregadas até o momento, nenhuma explorou a reprogramacao metabdlica de
macréfagos anti-inflamatorios. O direcionamento de vias metabdlicas em macrofagos
M2 representa um potencial alvo terapéutico antitumoral e possivel mecanismo para

contornar a resisténcia a terapia para o cancer.

2.7 Smilax officinalis

O género Smilax € um dos representantes da familia Smilacaceae. Essa
familia, uma das maiores entre as angiospermas, compreende mais quatro géneros:
Anikenton, Coprosmanthus, Heterosmilax, Nemexia (THE PLANT LIST, 2013). A
familia Smilacaceae € composta por plantas herbaceas ou arborizada, esguia ou
trepadeira geralmente pouco ereta (CRONQUIST, 1981). A distribuicdo ocorre em
regides de clima pantropical a temperado, conforme observado na Figura 4
(STEVENS, 2017).
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Figura 4: Distribuicdao geografica da familia Smilacaceae.
Fonte: STEVENS, 2017.

Dentre os géneros da familia Smilacaceae, Smilax é o maior compreendendo
cerca de 310 espécies, das quais 33 estido distribuidas no Brasil em ecossistemas
diferentes. O pais possui 15 espécies exclusivas e a regido sudeste pode ser
considerada o centro da diversidade genética do género (ANDREATA, 1997, 2009;
SOARES et al., 2014).

Espécies Smilax spp. s&o utilizadas como condimentos alimentares e na
medicina tradicional em todo o mundo (AO et al.,, 2011; COX; JAYASINGHE;
MARKHAM, 2005). O sistema subterraneo é a parte vegetal mais usada. Entretanto
analises com as folhas também evidenciaram importantes atividades terapéuticas
(DE OLIVEIRA DIAS-NETO et al., 2013).

Estudos anteriores com Smilax spp. demostraram atividades anti-inflamatéria
e antioxidante (HIROTA et al.,, 2016), imunomoduladora (JIANG; XU, 2003) e
antitumoral (SHE et al., 2015; SHE et al.,, 2017). O uso popular e atividades
terapéuticas relacionadas a Smilax spp. estdo representadas no Quadro 1.

No Brasil, as espécies Smilax sdo conhecidas popularmente como
“salsaparrilna” e “japecanga”. O consumo de folhas e frutos de Smilax spp. é
relatado desde a época da colonizagdo do pais. Enquanto o uso medicinal,
principalmente das raizes, demonstra acao depurativa, diurética e no tratamento de
reumatismo e sifiis (LORENZI; MATOS, 2002; MEDEIROS; SENNA-VALLE;
ANDREATA, 2007).

A espécie brasileira Smilax officinalis (Figura 5A) possui diversas sinonimias

cientificas: Smilax barbillana Cufod, Smilax bernhardii Apt, Smilax chiriquensis C. V.
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Morton, Smilax gilgiana Apt, Smilax tonduzii Apt, Smilax vanilliodora Apt
(FERRUFINO-ACOSTA, 2010). Essa espécie tem como caracteristicas: rizomas
alongados e os caules glabros, armados com espinhos grandes, retos e dispersos
nos ramos terminais. Ja as folhas sdo ovadas, lanceoladas, glabras, com apice
acuminado, base aguda ou arredondada. Enquanto as inflorescéncias sao do tipo
umbela, escalas emparelhadas e os frutos tipo bagas e vermelhos quando maduro
(Figura 5B) (FERRUFINO-ACOSTA, 2010).

Figura 5: Smilax officinalis.

(A) Folhas de Smilax offiinalis. (B) Caracteristicas da espécie Smilax officinalis: A: ramo frutifero; B:
inflorescéncia pistilada; C: flor pistilada; D: infrutescéncia; E: sementes; F: inflorescéncia estaminada;
G: flor estaminada; H: estame; |: haste; J: caule com asas.

Fonte: FERRUFINO-ACOSTA, 2010.



Espécie vegetal

Uso

Pais(es)

Referéncias

S. officinalis

Gota, reumatismo, sifilis,
diurético e depurativo.

Brasil

(DA SILVA; PARENTE,
2008; SOARES et al.,
2014)

S. larvata

Anti-inflamatério e
antinoceptivo.

Brasil

(HIROTA et al., 2016).

S. china

Diurético, desintoxicante,
gota, artrite reumatoide,
sifilis, disenteria bacilar

aguda, doengas
inflamatodrias e
antitumoral.

China

(CHEN et al., 2011; SHU;
GAO; YANG, 2006; WU et
al., 2010).

S. glabra

Dermatite, sifilis, gota,
hiperuricemia, brucelose,
nefrite aguda e crénica, e

intoxicagcao por metais,

problemas hepaticos,
anti-inflamatério e
antitumoral.

China

(CHU; NG, 2006; SHE et
al., 2015; XIA et al., 2010).

S. riparia

Diurético, anti-

inflamatorio e antitumoral.

China

(WANG et al., 2013).

S. canariensis

Diurético, depurativo,
hipoglicémico e
antiespasmaodico.

Ilhas Canarias

(ABDALA et al., 2012).

S. domingensis

Diurético, anti-
inflamatério, antialérgico,
antifungico,
antipruriginoso,
antisséptico,
cicatrizantes, doencas
sexualmente
transmissiveis (DSTs), e
infeccao urinaria.

Guatemala

(CACERES et al., 2012).

S. glyciphylla

Reumatismo, sifilis,
doengas pulmonares,
profilaxia do escorbuto e
flavorizante.

Australia

(COX; JAYASINGHE;
MARKHAM, 2005).

Quadro 1: Uso popular e atividades biolégicas de Smilax spp.
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Apesar do uso popular da espécie brasileira Smilax officinalis nao ha
pesquisas relacionadas ao seu potencial antitumoral, tanto com efeitos diretos em
células tumorais, como na modulagao de macréfagos para combater o tumor.

No presente trabalho temos como hipétese que, além da acao citotoxica em
células tumorais, o extrato metandlico de Smilax officinalis (SMEX) possa apresentar
acdes moduladoras sobre a resposta de macréfagos, sendo um alvo potencial para
estudos relacionados a imunoterapia do cancer de mama. Dessa forma, a
investigacdo dos efeitos do SMEx em células tumorais e na reprogramagédo do
metabolismo celular em macréfagos pode fornecer bases para novas estratégias

terapéuticas direcionadas para o cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do SMEx na viabilidade e proliferacdo de células de
carcinoma mamario e macrofagos murinos, bem como na ativagdo e respostas

efetoras de macrofagos in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a influéncia do SMEx na viabilidade e proliferacdo de macrofagos
J774A.1 e células 4T1(carcinoma mamario murino);

v Avaliar o efeito do SMEx na atividade mitocondrial de células J774A.1;

v" Analisar os efeitos do SMEx na ativacdo e producdo de mediadores em
macrofagos J774A.1 estimulados com IL-4;

v' Investigar as agdes do SMEx na ativacdo e secregcdo de mediadores em
macrofagos J774A.1 estimulados com LPS ou LPS+IFN.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgao e preparo do SMEx

O SMEXx foi cedido pelo professor Dr. Ademar Alves da Silva Filho, do Nucleo
de Identificagao e Isolamento de Principios Ativos Naturais da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF). A coleta das folhas de Smilax officinalis ocorreu em maio de
2017 no Horto da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF). Uma exsicata foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger, localizado no
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFJF, registrada sob o cdédigo CESJ 65909.

O material vegetal foi seco em estufa de ar quente e circulante a 40 + 5° C por
trés dias, totalizando 298 g de folhas secas. Posteriormente, as folhas foram
trituradas por moinho de facas e submetidas ao processo de extragcado a frio por
solventes denominado maceragao. A extragao foi feita com o solvente metanol por
21 dias resultando na fragcdo metandlica de Smilax oficinalis.

Inicialmente preparou-se uma solugao estoque (4 mg/mL) na qual o SMEXx foi
completamente solubilizado em Dimetilsulfoxido (DMSO; Synth). Para obter as
concentragbes do SMEx testadas, o estoque foi diluido em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; GIBCO) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina
(1pg/mL, GIBCO). Em todos os ensaios realizados utilizou-se o0 SMEx da mesma

partida vegetal e extragao.

4.2 LINHAGENS CELULARES

No presente trabalho, foram utilizadas as linhagens de macréfagos murinos
J774A.1 (ATCC® TIB67™) e RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™), assim como células de
carcinoma mamario murino 4T1 (ATCC® CRL2539™). O cultivo celular foi realizado

conforme descrito a seguir.



37

4.2.1 Cultura de células

As células estavam criopreservadas em nitrogénio liquido em uma
temperatura de -196 °C, em meio de congelamento composto por 90% de SFB e
10% do crioprotetor DMSO. O descongelamento ocorreu a 37°C e as células foram
transferidas para tubos falcon de 15 mL contendo meio de cultura DMEM. Apés a
centrifugacédo (1400 RPM por 10 minutos), descartou-se o sobrenadante e o pellet
foi ressuspendido em 2 mL de meio de cultura suplementado (10% de SFB + 1% de
antibiotico). Em seguida, as células em suspenséo foram transferidas para garrafas
de cultura de 75 cm® (SARSTEDT) contendo 13 mL de meio suplementado e
incubadas a temperatura de 37°C com atmosfera de 5% de CO». A cada dois ou trés
dias realizou-se a troca do meio de cultura até as células atingirem confluéncia de
aproximadamente 80%.

Uma vez que as linhagens celulares utilizadas sédo aderentes, para sua
remogao das garrafas de cultivo utilizou-se um suporte plastico (cell scraper —
SARSTED) para os macrofagos J774A.1 e RAW 264.7. Para células 4T1 foi utilizado
o tratamento com solugao de tripsina-EDTA (0,25%; SIGMA-ALDRICH) por 3 a 5

minutos em 37 °C.

4.3 EFEITOS DO SMEx SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

Os efeitos do SMEx sobre a viabilidade de macréfagos e células 4T1 foram
avaliados através de diferentes técnicas, incluindo oensaio de MTT, exclusdo de
azul de tripan, determinacao da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante das culturas e marcacao das células com iodeto de propideo seguida
de leitura por citometria de fluxo.

Para os ensaios, realizou-se a contagem de células viaveis utilizando o
corante azul de tripan 0,4% (Sigma) em camara de Neubauer. As células foram
plaqueadas em meio de cultura suplementado e incubadas para aderéncia celular
por 24 horas. Em seguida, descartou-se o meio de cultura e foi adicionado novo

meio suplementado e as concentragdes a serem avaliadas do SMEX.
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4.3.1 Reducédo do MTT

Inicialmente avaliou-se a influéncia do SMEx no metabolismo do MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) em macréfagos J774A.1,
RAW 264.7 e células 4T1. Esse método colorimétrico quantifica a conversao do
reagente MTT, por desidrogenases mitocondriais, em cristais de formazan
(composto com coloragao roxa) (MOSMANN, 1983).

Células J774A.1 e RAW 264.7 (10° células por poco) e 4T1 (10* células por
poc¢o) em placas de 96 pocgos de fundo chato (KASVI) foram expostas ao SMEx nas
doses de 0, 5, 10, 25 e 50 ug/mL, com trés ou mais replicatas técnicas, e incubadas
no tempos de 24 e 48 horas,a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Como controle foi
utilizado o veiculo DMSO na concentracao de 0,05% (veiculo).

Apos o periodo de incubacdo desejado, o sobrenadante foi removido e
adicionou-se 100 pL por poco de uma solucdo contendo meio de cultura
suplementado e 10% (v/v) do reagente MTT (5 mg/mL, GIBCO™). As células foram
novamente incubadas por 2 horas e 30 minutos a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,
(RISS et al., 2013). Ao final deste intervalo, os sobrenadantes foram descartados e
os cristais de formazan ressuspendidos em 100 uL de DMSO, sendo realizadas as
leituras em espectrofotdbmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) a 595 nm.
Os ensaios foram realizados trés vezes e os resultados obtidos comparados as
células nao tratadas com SMEXx, consideradas como o metabolismo celular em
100%.

4.3.2 Exclusao de azul de tripan

Células J774A.1 (2 x 10° células por pogo) e 4T1 (10* células por pogo) foram
transferidas para placas de 24 pogos de fundo chato (KASVI) e realizou-se o
tratamento com SMEx (0, 5, 10, 25 e 50 pg/mL) por 24 horas. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado e as células removidas com tripsina-EDTA (300 uL por
poco de 3 a 5 minutos, a 37° C) e SFB (300 pL por pogo) para inativagao enzimatica.

As suspensdes celulares foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos e o pellet
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ressuspendido em meio de cultura suplementado. Logo depois, as células foram
diluidas na solugéao de corante azul de tripan 0,4% (fator de diluicdo 10 x). Dessa
forma, as células n&o coradas e coradas foram contadas em camara de Neubauer
no microscopio de luz e determinado o numero de células por mL. Os dados obtidos
foram convertidos em porcentagem com o numero total de células por pogo

representando 100%.

4.3.3 Determinacao da atividade LDH extracelular

Os macréfagos J774A.1 (2 x 10* células por poco) e células 4T1 (5 x 10°
células por poco) foram inicialmente transferidas para placas de 96 pocos de fundo
chato. O tratamento com SMEXx (0, 5, 10, 25 e 50 ug/mL) em macrofagos J774A.1 foi
realizado por 6 ou 24 horas, enquanto em células 4T1 por 24 ou 48 horas. Apds o
periodo de incubagao, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 250 x g
por 10 minutos. A atividade da enzima LDH nos sobrenadantes foi determinada por
método colorimétrico utilizando o kit para deteccao de LDH extracelular (Roche),
conforme protocolo do fabricante. O sobrenadante de células expostas a solucéo de
triton x-100 a 2% em meio de cultura foi utilizado como controle positivo (100% de
atividade da LDH extracelular). As absorbéncias foram medidas em

espectofotdmentro a 490 nm e os resultados em expressos em porcentagem.

4.3.4 Marcacao com lodeto de propideo

Células J774A.1 (2x10° células por poco) e 4T1 (2x10* células por poco)
foram plaqueadas em placas de 48 pogos e tratadas com SMEx. Em macrofagos
J774A.1 as concentragbes testadas foram 0, 10 e 50 pg/mL por 6 ou 24 horas. Ja as
células 4T1 foram expostas a 0, 10, 25 e 50 pyg/mL do SMEXx por 24 ou 48 horas. Ao
final do tempo de incubacgéo, os sobrenadantes foram recolhidos e transferidos para
tubos de centrifugagao (eppendorf). Na coleta das células utilizou-se tripsina-EDTA
(150 pL por pogo de 3 a 5 minutos a 37 °C) e SFB (150 pL por pogo) para inativagéo
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da enzima. As células foram transferidas para os mesmos tubos dos sobrenadantes.
Além disso, para garantir a retirada de todas as células, adicionou-se 200 yL por
poco de PBS (solugéo fosfato salina) gelado, que foram também transferidos para os
tubos eppendorf.

As suspensodes celulares foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 200
ML de solugdo tampado FACS (PBS com 1% de SFB) gelado e transferidas para os
tubos especificos para citometria (CORNING). A marcacgao foi realizada através da
adicdo de 3 pL por tubo de iodeto de propideo (10 pg/mL) 15 minutos antes da
leitura. Células nao tratadas com SMEx e ndo marcadas foram utilizadas como
controle.

As amostras foram avaliadas em citdmetro de fluxo FACScanto Il (Becton &
Dickinson) com 30.000 eventos adquiridos. Para as analises utilizou-se o programa
FlowJo® onde o percentual de células positivas para o iodeto de propideo foi

determinada.

4.4 INFLUENCIA DO SMEx SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR

Com o auxilio do corante azul de tripan, o numero de células foi determinado
antes e apds o tratamento com SMEx. Para isso, células J774A.1 (2 x 10° células
por pogo) e 4T1 (104 células por pogo) foram transferidas para placas de 24 pogos
de fundo chato e incubadas por 24 horas para aderéncia celular. Apés esse periodo,
realizou-se o tratamento com SMEx (0, 5, 10, 25 e 50 ug/mL) por 24 horas. Em
seguida, as células foram removidas com tripsina-EDTA (300 pL por poco de 3 a 5
minutos, a 37° C) e SFB (300 uL por pogo) para inativagdo enzimatica. As
suspensdes celulares foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos e o pellet
ressuspendido em meio de cultura suplementado. Para a contagem em solugédo do
corante azul de tripan 0,4% (fator de diluicdo 10) das células viaveis utilizou-se a
camara de Neubauer e o numero de células por mL foi determinado. Os dados foram
comparados com os valores obtidos de células néo tratadas no tempo de 0 hora
(momento do tratamento com SMEX) e convertidos em porcentagem com o numero

total de células por poco representando 100%.
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4.5 INFLUENCIA DO SMEx NA ATIVIDADE MITOCONDRIAL EM MACROFAGOS
J774A1

A atividade mitocondrial em macrofagos expostos ao SMEXx foi avaliada com a
sonda fluorescente tetrametilrodamina etilico éster (TMRE)(Fluka Analytical) que
mede o potencial de membrana mitocondrial (Ayr,) por citometria de fluxo. Para isso,
células J774A.1 foram transferidas para placas de petri 90 x 15 mm estéris (com 1
divisdo) na concentracdo de 10° células por parte da placa e incubadas para
aderéncia por 24 horas. Posteriormente, descartou o meio de cultura e adicionou-se
novo meio suplementado e o tratamento com SMEXx (0, 12,5, 25 e 50 ug/mL). Apds a
incubacéao por 6 horas, as células foram removidas com solugao de tripsina-EDTA (1
mL de 3 a 5 minutos a 37° C) e adicionou-se SFB para inativagdo da enzima. A
suspensao celular foi centrifugada a 1500 RPM por 5 min e as células
ressuspendidas em 300 pyL de solugéo balanceada de Hank’s (HBSS). Em tubos
para citometria realizou-se a marcagcédo com a sonda TMRE (100 nM por tubo) por 10
minutos a 37°C. Como controles foram utilizadas células ndo tratadas com SMEx e
células n&do marcadas.

As amostras foram avaliadas em citbmetro de fluxo com 30.000 eventos
adquiridos e para as analises utilizou-se o programa FlowJo®. Os dados obtidos

foram representados em média de intensidade de fluorescéncia (MFI).

4.6 EFEITOS DO SMEx NA ATIVAGAO E PRODUGAO DE MEDIADORES EM
MACROFAGOS J774A.1

Para avaliar a producéao de nitritos (NO3") e citocinas em macréfagos J774A.1
tratados com SMEX, as células foram transferidas para placas de 24 pogos de fundo
chato na concentracdo de 2,5 x 10° células por pogo e incubadas a 37°C e 5% de

COg por 24 horas para adesao celular.



42

4.6.1 Determinacgéo de nitritos

Na determinagéo de nitritos (NOy), células J774A.1 foram tratadas com SMEXx
nas doses de 0, 5 e 10 pg/mL por 6 horas. Logo depois, essas células foram
estimuladas com LPS (1 ug/mL) ou LPS e IFN-y (9 ng/mL) por 24 horas e os
sobrenadantes coletados.

A quantidade de NO; foi determinada no sobrenadante dessas culturas
através da Reagao de Griess como indicadora da produgédo de NO (TSIKAS, 2007).
Para isso, em placa de 96 pocos adicionou-se 50 uL por pog¢o dos sobrenadantes
das culturas, seguido de 25 pL da solugédo de sulfanilamida 1% diluida em H3PO4
2,5% e 25 pL de N-1-naphtilethtiienodiamina (NEED) a 0,1%, em solugao de H3PO4
a 2,5%. Apos 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotbmetro a 540 nm. Os ensaios foram
realizados com quatro replicatas técnicas e essas comparadas a curva padrao, uma
solucao de nitrito de sddio na concentracao inicial de 200 uM preparada por diluicao
seriada em agua destilada. Os sobrenadantes de células nao tratadas na presenca
ou auséncia dos estimulos foram utilizados como controles. Os resultados obtidos

foram expressos em uM.

4.6.2 Dosagem de citocinas

Para avaliar a producdo de citocinas, células J774A.1 foram tratadas com
SMEXx nas concentragbes de 0, 5 e 10 pyg/mL por 6 horas e em seguida, estimuladas
com LPS (1 pg/mL) ou IL-4 (20 ng/mL) por 24 horas. Nos sobrenadantes coletados,
citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12, e anti-inflamatdrias IL-10 e
TGF-B foram quantificadas por método imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche,
utilizando kits comerciais (Becton & Dickinson Company), conforme protocolo do
fabricante. Os controles utilizados foram células nao tratadas com SMEx na
presenca ou auséncia dos estimulos. A leitura das absorbancias foi realizada em
espectofotdbmetro a 450 nm e as concentragdes das citocinas (pg/mL) determinadas

em comparagao as curvas padrdes obtidas.
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPad
Prism versdo 7 e os resultados analisados foram expressos como média + desvio
padrdo. As comparagdes entre os grupos foram realizadas por analise de variancia
one-way ANOVA seguido do pos-teste Dunnett ou Tukey. Além disso, para avaliar
os efeitos do SMEXx sobre a viabilidade em células J774A.1 e 4T1, através do ensaio
de LDH, realizou-se a analise two-way ANOVA com o pés-teste Sidak’s. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 SMEx reduz o metabolismo do MTT em células J774.A1, RAW 264.7 e 4T1

Inicialmente foram avaliados os possiveis efeitos do SMEx sobre o
metabolismo do MTT em macréfagos murinos J774A.1 e RAW 264.7, e células de
carcinoma mamario murino 4T1. Para isso, as células foram expostas ao SMEx nas
concentragdes de 0, 5, 10, 25 e 50 pg/mL nos tempos de 24 e 48 horas. O MTT em
células eucarioticas é reduzido em cristais de formazan através de enzimas
mitocondriais (desidrogenases succinicas), e a reagao envolve a transferéncia de
elétrons de moléculas redutoras, como o NADH, para o MTT (MOSMANN, 1983;
RISS et al., 2013).

Conforme demonstrado na figura 6A, em todas as concentracdes testadas, o
SMEXx reduziu de forma significativa o metabolismo do MTT em macrofagos no
tempo de 24 horas. Entretanto, apds 48 horas as células J774A.1 tratadas com as
doses de 5 e 10 pg/mL recuperaram o metabolismo do MTT para niveis semelhantes
ao controle nao tratado (Figura 6A). Para confirmar os dados obtidos avaliamos os
efeitos do SMEx em uma segunda linhagem de macréfagos murinos, RAW 264.7.
De forma semelhante as células J774A.1, o SMEx foi capaz de diminuir o
metabolismo do MTT em macrofagos RAW 264.7 no tempo de 24 horas, seguido do
retorno do metabolismo celular para os niveis basais apds 48 horas (Figura 6B). Ja
em células 4T1, as concentracbées de 10, 25 e 50 ug/mL do SMEx reduziram o
metabolismo do MTT no tempo de 24 horas. Entretanto em 48 horas n&o foi
observado o retorno do metabolismo de células 4T1 expostas ao SMEx e todas as
doses diminuiram a conversao do MTT (Figura 6C).

Em conjunto, esses dados demonstram que o tratamento com SMEXx nas
duas menores concentragdes (5 e 10 pg/mL) reduziu o metabolismo do MTT apods
24 horas em macrofagos J774A.1 e RAW 264.7 com a recuperagdo do metabolismo
no tempo de 48 horas. No entanto em células tumorais 4T1 a diminuicdo do
metabolismo do MTT foi observada em 24 e persistiu por 48 horas apds o

tratamento, sem a recuperagdo do metabolismo celular.
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Figura 6: Metabolismo do MTT em células J774A.1, RAW 264.7 e 4T1 expostas ao SMEx.

(A) Células J774A.1; (B) células RAW 264.7; (C) células 4T1 foram tratadas com SMEx nas doses de
0, 5, 10, 25 e 50 pyg/mL. Apds 24 ou 48 horas determinou-se o percentual do metabolismo do MTT. As
barras representam média + desvio padrao da média de 5 replicatas experimentais. Os graficos sdo
representativas de 5 a 6 experimentos independentes (J774A.1 e 4T1) ou 2 experimentos em RAW
264.7. *p < 0,05 em comparagdo as células nao tratadas. Como controle o veiculo DMSO (0,05%)
nao alterou o metabolismo do MTT (ndo demonstrado).
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5.2 O SMEx tem efeitos toxicos em células 4T1 em doses menores comparado a
macréfagos J774A A1

O método de MTT pode ser utilizado para a avaliacdo do metabolismo
mitocondrial, determinacdo indireta da viabilidade ou proliferacdo celular
(GAUCHER; JARRAYA, 2015; RISS et al.,, 2013). De acordo com os resultados
anteriores, o SMEx é capaz de diminuir significativamente o metabolismo do MTT
em macrofagos no tempo de 24 horas e em células tumorais 4T1 nos tempos de 24
e 48 horas (Figura 6). Assim, com o intuito de melhor compreender os efeitos do
SMEX no tempo de 24 horas em macrofagos J774A.1 e em células tumorais 4T1, o
metabolismo do MTT foi avaliado em paralelo a avaliagdo da viabilidade e
proliferacdo celular pela técnica de exclusdo do azul de tripan e pela contagem de
células viaveis. O método de exclusdo de corante baseia-se no principio de que
células viaveis apresentam membranas celulares intactas e capacidade para excluir
corantes como o azul de tripan através das ATPases celulares, enquanto células
inviaveis permanecem coradas (STROBER, 2015).

Os dados obtidos demonstram que apesar do SMEXx reduzir o metabolismo do
MTT (Figura 7A) n&o houve influéncia na viabilidade de células J774A.1, conforme
demonstrado pelo percentual de células positivas para o azul de tripan (Figura 7B).
Além disso, somente na dose de 50 ug/mL o SMEXx teve efeito sobre a proliferagéo
celular (Figura 7C). No entanto, em células 4T1 o SMEXx foi capaz de diminuir o
metabolismo do MTT (Figura 7D), bem como aumentar o numero de células n&o
viaveis (Figura 7E) e nas concentracbes de 10, 25 e 50 pg/mL reduzir
significativamente a proliferagdo tumoral em comparagdo as células nao tratadas
(Figura 7F).

De acordo com os resultados, o SMEx nas menores concentragbes (5- 25
Mg/mL) foi capaz de reduzir o metabolismo do MTT sem interferir na viabilidade e
proliferagdo de macréfagos J774A.1. Enquanto nas células tumorais 4T1 o
tratamento com o SMEx tem efeito citotoxico sobre a viabilidade e proliferagao

celular em todas as concentragdes testadas.
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Figura 7: Efeitos do SMEx sobre o metabolismo do MTT, viabilidade e proliferagao de células

J774A1 e 4T1.

Células J774A.1 e 4T1 foram tratadas com as doses de 0, 5, 10, 25 e 50 yg/mL do SMEx. Apos 24
horas determinou-se o percentual de (A e D) metabolismo do MTT, (B e E) viabilidade celular através
do método de exclusdo do azul de tripan, e (C e F) a proliferagédo celular por contagem de células

viaveis. Os resultados foram expressos em média

+

desvio padrdo da média de 3 replicatas

experimentais. Os graficos sao representativos de 3 a 4 experimentos independentes (ensaio de
MTT) e 1 a 2 para a viabilidade e proliferagéo celular. *p < 0,05 comparado com células nao tratadas.
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Uma vez que o SMEx somente na dose de 50 ug/mL foi capaz de interferir na
proliferagdo de macrofagos J774A.1, enquanto em células de carcinoma mamario
murino as concentragées de 10, 25 e 50 pg/mL apresentaram efeito citotdéxico no
tempo de 24 horas, nds investigamos se o tratamento com SMEXx induz a morte
celular através de vias que cursam com perda da integridade da membrana
plasmatica. Para tanto, em células J774A.1 n6s avaliamos a atividade da enzima
LDH no sobrenadante das culturas tratadas por 6 e 24 horas, uma vez que no tempo
de 48 horas o tratamento com SMEXx ja apresenta perda do efeito em macréfagos
(Figura 6). Além disso, n6s avaliamos o percentual de células positivas para o
corante iodeto de propideo (Pl) por citometria de fluxo. J&4 em células 4T1 como as
acdes do SMEx ocorreram em 24 e 48 horas, realizamos as analises nesses dois
tempos de tratamento.

A atividade da lactato desidrogenase no sobrenadante de cultura de células
pode ser mensurada devido a rapida liberacdo dessa enzima para o meio
extracelular apés danos na membrana plasmatica (DECKER; LOHMANN-
MATTHES, 1988). Dessa forma, no tratamento de células J774A.1 com SMEXx,
somente com 50 pg/mL pdde ser determinado aumento significativo na atividade da
LDH no meio extracelular nos tempos de 6 e 24 horas (Figura 8A). Nos
sobrenadantes de células 4T1 expostas ao SMEx por 24 horas foi observado o
aumento da LDH extracelular na concentracdo de 50 ug/mL e apds 48 horas nas
doses de 25 e 50 yg/mL (Figura 8B).

No ensaio com o iodeto de propidio por citometria de fluxo, esse corante
fluorescente é capaz de se intercalar a acidos nucleicos somente em células com
alteracbes na integridade da membrana, enquanto células viaveis néo séo coradas
(CROWLEY et al., 2016). Conforme demonstrado na Figura 8C, o tratamento de
macrofagos J774A.1 com SMEXx por 6 ou 24 horas na concentragao de 10 yg/mL
nao induziu aumento significativo no percentual de células PI positivas. Ja na dose
de 50 pg/mL pode-se observar o aumento de células Pl positivas nos dois tempos
avaliados (Figura 8C). Em relagdo as células 4T1 tratadas com o SMEx, em 24
horas houve o aumento significativo de células Pl positivas na dose de 25 ug/mL e
apo6s 48 horas nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL (Figura 8D). Além disso, apos
48 horas os dados obtidos pelas duas técnicas sugerem uma resposta dose

dependente das células tumorais 4T1 ao SMEXx (Figuras 8B e D).
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Os dados obtidos demonstram que em macrofagos J774A.1 o tratamento com
SMEXx foi téxico somente na concentragédo de 50 ug/mL, sendo capaz de induzir a
morte celular por vias que cursam com a ruptura da membrana plasmatica.
Enquanto em células 4T1 o SMEx foi toxico em concentragbes inferiores, e nas
doses de 25 e 50 pg/mL induziu a morte por vias que cursam com danos na

membrana celular.
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Figura 8: Viabilidade de macrofagos J774A.1 e células 4T1 tratados com SMEXx.

Células J774A.1 foram tratadas com diferentes doses do SMEx e ap6s 6 ou 24 horas determinou-se o
percentual de (A) LDH extracelular e (C) células PI positivas. Células 4T1 foram expostas ao SMEx
em diferentes concentra¢des por 24 ou 48 horas e também foi determinado o percentual de (B) LDH
extracelular e (D) e células PI positivas. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo da
média de 4 a 8 replicatas experimentais para LDH e 3 a 4 replicatas para Pl. Os graficos séo
representativos de 2 experimentos independentes para LDH e PIl. *p < 0,05 comparado com células
nao tratadas. # p < 0,05 entre as doses de 25 e 50 pyg/mL no mesmo tempo de tratamento.
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5.3 O tratamento com SMEx reduz o Ay, em macréfagos J774A.1

Uma vez que o SMEx nas menores concentragdes foi capaz de reduzir o
metabolismo do MTT em macrofagos murinos sem interferir na sua viabilidade e
proliferagdo em 24 horas (Figuras 6, 7 e 8), nés tomamos por hipotese que o SMEx
altere a fungédo mitocondrial e, portanto, seja capaz de reprogramar metabolicamente
essas células. Para verificar essa hipotese, células J774A.1 foram expostas ao
SMEXx (0, 12,5, 25 e 50 pg/mL) por 6 horas. Em seguida, determinou-se o potencial
de membrana mitocondrial (Ayy,) utilizando a sonda TMRE por citometria de fluxo.
As mitocondrias sao as principais responsaveis por fornecer energia na maioria das
células através da sintese de ATP pela fosforilagdo oxidativa. Essas organelas sao
fundamentais em processos fisiologicos complexos, incluindo crescimento, divisdo e
morte celular programada, bem como nos fendtipos de células imunes e suas
fungbes efetoras (MEHTA; WEINBERG; CHANDEL, 2017; WEINBERG; SENA;
CHANDEL, 2015). Conforme o esperado, o SMEXx reduziu significativamente o Ay,
nas concentragdes de 12,5 e 25 yg/mL em relagéo as células ndo tratadas (Figura
9). A despolarizagao mitocondrial e a diminuicdo do metabolismo do MTT nao
relacionadas a perda de viabilidade celular indicam menor atividade mitocondrial e

podem sugerir uma reprogramacgao metabdlica nos macrofagos tratados com SMEXx.
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Figura 9: Aym em macroéfagos J774A.1 tratados com SMEx.

Células J774A.1 foram tratadas com SMEx em 0, 12,5, 25, 50 ug/mL por 6 horas. Em seguida,
determinou-se a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) do TMRE. Os resultados foram
expressos em média * desvio padrao da média de 3 replicatas experimentais. Grafico representativo
de 1 experimento independente. *p < 0,05 comparado com células ndo tratadas. Os histogramas
representam a MFI do TMRE em células J774A.1 expostas ao SMEx nas doses de 0, 12,5 e 25
pug/mL e o controle de células ndo marcadas.
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54 O SMEx interfere na secregdo de mediadores produzidos por macrofagos

estimulados com IL-4 (perfil M2)

Uma vez que o SMEXx diminuiu a atividade mitocondrial em células J774A.1 e
o metabolismo oxidativo é fundamental para ativacdo de macrofagos anti-
inflamatdrios (fendtipo M2), nés avaliamos os efeitos do pré-tratamento com SMEx
sobre a secre¢cdo de mediadores produzidos por macréfagos estimulados com IL-4
(perfil M2) ou por células ndo estimuladas. Para isso, células J774A.1 foram tratadas
com SMEXx nas concentragdes nao téxicas (0, 5 e 10 yg/mL) por 6 horas e em
seguida estimuladas ou ndo com IL-4 por 24 horas. Apds o tempo de estimulo os
sobrenadantes foram recolhidos para dosagem das citocinas proé-inflamatorias TNF-
a, IL-6, IL-1B e IL-12, e anti-inflamatorias IL-10 e TGF-(.

Como esperado, macrofagos estimulados com |IL-4 secretaram niveis
aumentados de IL-10 (Figura 10A). Ja o tratamento com SMEx nas células
estimuladas ou ndo com IL-4 reduziu significativamente a produg¢ao da citocina anti-
inflamatoria IL-10, nas duas concentracbes avaliadas (Figura 10A). Embora o
estimulo com IL-4 n&o tenha induzido a producdo de TGF-B, o SMEx nas
concentragdes de 5 e 10 pg/mL reduziu a secregdo desse mediador em macréfagos
na presenga ou auséncia de IL-4 (Figura 10B). Além disso, em macrofagos de perfil
M2 houve baixa produgcdo de IL-12 em comparagado as células nado estimuladas
(Figura 10C). Contudo, o pré-tratamento com SMEx na dose de 5 ug/mL foi capaz
de prevenir parcialmente a diminuigdo na secregao de IL-12 em macréfagos anti-
inflamatorios (Figura 10C). Conforme previsto, o estimulo com IL-4 ndo afetou os
niveis secretados de TNF-a, IL-6 e IL-1 por macrofagos (dados ndo mostrados).

Com base nos dados obtidos, a despolarizagdo mitocondrial (Figura 9) e a
menor producdo das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B, bem como o
aumento parcial da IL-12 em macrofagos estimulados com IL-4 sugerem que o

SMEXx possa modular a ativagdo de macréfagos M2.
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Figura 10: Efeitos do pré-tratamento com SMEx sobre a produgao de citocinas em macréfagos
estimulados ou ndo com IL-4.

Células J774A.1 foram tratadas com SMEx em 0, 5 e 10 pg/mL por 6 horas e em seguida,
estimuladas ou ndo com IL-4 por 24 horas. No sobrenadante, determinou-se a produgao de (A) IL-10,
(B) TGF-B e (C) IL-12. Os resultados foram expressos em media + desvio padrdo da média de 3 a 4
replicatas experimentais. Grafico representativo de 1 experimento. *p < 0,05 comparado com células
nao tratadas. # p < 0,05 comparado a dose 0 pg/mL do mesmo grupo (estimulado ou ndo com IL-4).
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5.5 O SMEXx reduz a produgao de citocinas anti-inflamatérias em macrofagos M1

Em seguida, investigamos se o pré-tratamento com SMEx também interfere
na ativagdo de macréfagos pro-inflamatérios (fenétipo M1), que ndo dependem da
mitocdndria para sintese de ATP. Para isso, as células J774A.1 foram tratadas com
SMEX por 6 horas e logo depois, estimuladas ou ndo com LPS por 24 horas. Diante
disso, no sobrenadante realizou-se a dosagem das citocinas TNF-a, IL-6, IL-1j3, IL-
12, IL-10 e TGF-B.

De acordo com o descrito na literatura, o estimulo com LPS em macréfagos
induziu a secregao das citocinas pro-inflamatérias TNF-q, IL-6 e IL-18 (LAWRENCE;
NATOLI, 2011). No entanto, o tratamento com SMEx n&o alterou os niveis dessas
citocinas (Figuras 11A, B e C). Enquanto em relagdo aos mediadores anti-
inflamatorios, macréfagos estimulados com LPS produziram niveis aumentados de
IL-10, mas ndo de TGF-B (Figura 11D-E). O tratamento com SMEx em 5 e 10 ug/mL
reduziu significativamente a secrecdo de IL-10 induzida por LPS, bem como em
células nao estimuladas (Figura 11D). Além disso, o0 SMEx nas concentragdes de 5
e 10 yg/mL também reduziu a secregcao de TGF-B em células ndo estimuladas e
macrofagos M1, mesmo que o estimulo com LPS ndo tenha aumentado a produgao
desse fator (Figura 11E). Ja a produgédo da citocina IL-12 ndo foi induzida nos
macrofagos estimulados com LPS (dados néo representados).

Os resultados demonstram que o tratamento com SMEx em macréfagos
estimulados com LPS mantém os niveis das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6
e IL-1B. No entanto, o SMEXx é capaz de reduzir significativamente a producao dos
mediadores anti-inflamatérios IL-10 e TGF- em macréfagos na presenga ou

auséncia de LPS.
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Figura 11: Efeitos do pré-tratamento com SMEx sobre a produgao de citocinas em macréfagos
estimulados ou ndo com LPS.

Células J774A.1 foram tratadas com SMEx em 0, 5 e 10 ug/mL por 6 horas e em seguida,
estimuladas ou ndo com LPS por 24 horas. No sobrenadante, determinou-se a producgdo de (A) TNF-
a, (B) IL-6, (C) IL-1B, (D) IL-10 e (E) TGF- B. Os resultados foram expressos em média + desvio
padrao da média de 3 a 4 replicatas experimentais. Grafico representativo de 1 experimento. *p <
0,05 comparado com células nao tratadas. # p < 0,05 comparado a dose de 0 ug/mL do mesmo
grupo (estimulado ou ndo com LPS).
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Como em macréfagos J774A.1 estimulados somente com LPS ndo houve
indugéo da secrecao de NO (Figura 12A), para avaliar a influéncia do pré-tratamento
com SMEXx sobre a atividade da enzima iNOS e producédo de NO, ndés estimulamos
os macrofagos pré-tratados com SMEx com LPS + IFN-y por 24 horas. Como
observado na Figura 12B, o SMEx nao interferiu na secrecdo de NO, dados
consistentes com o fato do SMEx n&o alterar a produgdo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B (Figura 11A, B e C).
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Figura 12: Efeitos do pré-tratamento com SMEx na producao de NO em macréfagos
estimulados ou ndo com LPS ou LPS+IFN-Y.

Células J774A.1 foram tratadas com SMEx em 0, 5 e 10 pg/mL por 6 horas e em seguida,
estimuladas ou ndo com (A) LPS ou (B) LPS+IFN-Y por 24 horas. No sobrenadante, determinou-se a
producao de NO, Os resultados foram expressos em média * desvio padrao da média de 4 replicatas
experimentais. Grafico representativo de 1 experimento. *p < 0,05 comparado com células nao
tratadas.
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6 DISCUSSAO

O céancer de mama é uma colegéo de doengas heterogéneas com capacidade
de proliferacdo excessiva e evasao a morte celular, com o suporte de alteracoes
oncogénicas e a reprogramacao do metabolismo (PAVLOVA; THOMPSON, 2016;
KULKOYLUOGLU-COTUL; ARCA; MADAK-ERDOGAN, 2019). No presente
trabalho, investigamos os possiveis efeitos do SMEXx na viabilidade e proliferacdo em
modelo de carcinoma mamario murino. Nossos resultados demonstram que o SMEXx
nas concentracées de 10, 25 e 50 ug/mL foi capaz de atuar diretamente sobre
células tumorais 4T1 com a diminuicdo do metabolismo do MTT e da proliferagao,
bem como da viabilidade celular, dados convergentes com outras espécies do
género Smilax. De acordo com Gao e colaboradores (2011), o extrato de raizes de
Smilax glabra, diminuiu 0 metabolismo do MTT em linhagens celulares humanas de
cancer de mama (MCF7), carcinoma de colon (HT-29) e cancer de estémago (BGC-
823) de maneira dose dependente (GAO et al.,, 2011). Enquanto, substancias
isoladas de raizes de Smilax riparia demonstraram citotoxicidade para uma grande
variedade de linhagens tumorais, entre elas de cancer de mama humano (WANG et
al., 2013). Ja o extrato de rizomas de Smilax china em células de cancer de ovario
(A2780) induziu a supressao da proliferagdo, de forma dose dependente (HU et al.,
2015). Dessa forma, o estudo de possiveis alteragdes no ciclo celular e as vias de
morte induzidas podem contribuir para compreender os efeitos toxicos do SMEx em
células tumorais.

Além da proliferacdo excessiva e supressdo da morte celular, o cancer
consiste em complexos microambientes com populagbes celulares heterogéneas
(MAMAN; WITZ, 2018; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). No infiltrado imune presente
no microambiente tumoral os macrofagos sdo as células mais abundantes e
influenciam diretamente a resposta imune e o desenvolvimento do tumor (OBEID et
al.,, 2013; WILLIAMS; YEH; SOLOFF, 2016). Assim, nos também avaliamos a
influéncia do tratamento com SMEXx na proliferacdo e viabilidade de macrogafos
murinos. Os dados obtidos demonstram que o SMEXx reduziu o metabolismo do MTT,
entretanto, somente em 50 pg/mL alterou a viabilidade e proliferagdo de macréfagos.

Uma vez que as células tumorais foram mais susceptiveis aos efeitos toxicos

do SMEx do que os macrofagos, investigamos se o tratamento com SMEXx induz a
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morte celular por vias que cursam com a ruptura da membrana plasmatica. O SMEXx
nas concentragoes de 25 e 50 pg/mL induziu vias de morte com ruptura da
membrana em células de carcinoma mamario, de forma dose dependente. Enquanto
em macréfagos apenas na concentragdo de 50 pg/mL o tratamento com SMEXx
apresentou efeito citotoxico.

Nas possiveis vias de morte celular induzidas pelo SMEx é observado danos
na membrana plasmatica e provavel liberagdo de DAMPs. O fendtipo encontrado
nas células tumorais e macrofagos expostos ao SMEx sugere a ocorréncia de
necroptose e/ou piroptose, tipos de morte celular regulada (GALLUZZI et al., 2018).
A necroptose € regulada pelas proteinas RIPK1-RIPK3 e MLKL e representa uma
via de morte induzida em resposta ao estresse celular e auséncia da apoptose com
liberacdo do conteudo citoplasmatico para o meio extracelular (CHEN; YU; ZHANG,
2016; FENG et al.,, 2015). J&4 a piroptose € uma via de morte dependente de
caspase-1 e ativacdo de inflamassomo, que induz intensa resposta inflamatéria
(DIPESO et al., 2017; TAABAZUING; OKONDO; BACHOVCHIN, 2017). Essas duas
vias de morte podem contribuir para a eliminagdo de células tumorais e sinalizagao
para o sistema imune. Por outro lado, a necroptose e piroptose extensas promovem
a progressao tumoral devido a intensa resposta inflamatoria (CHU et al., 2016;
NAJAFOV; CHEN; YUAN, 2017). Assim, o tratamento com SMEx em células
tumorais pode ser caracterizado como um mecanismo citotdxico imunogénico e com
potencial para auxiliar no controle tumoral.

De modo que o SMEXx nas menores concentracdes alterou a redu¢do do MTT
por enzimas mitocondriais em macrofagos murinos sem interferir na sua viabilidade
e proliferacao, nds tomamos por hipétese que o SMEXx altere a atividade mitocondrial
e, portanto, induza a reprogramacgao metabdlica dos macrofagos. As células imunes
em resposta a sinais do ambiente e de outras células realizam alteragdes em suas
vias metabdlicas para suportar a proliferacdo, sobrevivéncia e os diferentes
fendtipos funcionais (KELLY; O'NEILL, 2015). Em células quiescentes a glicdlise e o
ciclo do TCA estdo integrados para alimentar a fosforilagdo oxidativa, na qual ha
geracao de ATP nas mitocondrias. Enquanto na ativacao e proliferagao de células
imunes ocorre a fermentacdo aerdbica, o que permite no citoplasma a sintese de
ATP dependente de glicose, producdo de macromoléculas e manutengdo do
equilibrio redox (JHA et al., 2015; PEARCE; PEARCE, 2013). Como esperado, em

nossos dados preliminares o SMEx nas concentragdes de 12,5 e 25 ug/mL reduziu
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significativamente o Ay, em relacdo as células nao tratadas. A despolarizacéo
mitocondrial e a diminuicdo do metabolismo do MTT sem a perda da viabilidade
celular indicam menor atividade mitocondrial e podem sugerir uma reprogramagao
metabdlica nos macréfagos tratados com SMEx. Para confirmar a possivel
reprogramacao do metabolismo em macrofagos expostos ao SMEX, devemos
investigar a via glicolitica, por exemplo, pela determinagdo do consumo de glicose e
producao de lactato, e aumento da expressao de enzimas que participam dessa via.

Os macrofagos no microambiente tumoral sdo frequentemente caracterizados
com o fendtipo M2, células dependentes do metabolismo oxidativo (HANAHAN;
COUSSENS, 2012; ODEGAARD; CHAWLA, 2011). Os TAMs com a produgao de
citocinas anti-inflamatorias (por exemplo, a IL-10), e de fatores angiogénicos como
TGF-B e VEGF contribuem para a imunossupressao e progressdo tumoral (NOY;
POLLARD, 2014; WEAGEL et al., 2015). Como o SMEx foi capaz de diminuir a
atividade mitocondrial em macréfagos, nés investigamos os efeitos do SMEx na
ativacdo de macréfagos estimulados com IL-4 (fendtipo M2 semelhante ao
encontrado em tumores). Nossos resultados preliminares sugerem que em
macréfagos anti-inflamatérios o tratamento com SMEx, nas concentragdes n&o
citotdxicas, é capaz de reduzir as citocinas IL-10 e TGF-. Além disso, o SMEX pode
prevenir parcialmente a reducao de IL-12 em macréfagos estimulados com IL-4.

No microambiente tumoral, macrofagos pré-inflamatérios (fendtipos M1)
podem ser recrutados. Em macréfagos M1, que possuem metabolismo glicolitico e
supressao da fosforilagdo oxidativa, a producdo de mediadores pro-inflamatorios e
mecanismos efetores (como a fagocitose de células alvo) sdo capazes de auxiliar na
resposta antitumoral (NOY; POLLARD, 2014; WEAGEL et al., 2015). Dessa forma,
avaliamos a influéncia do tratamento com SMEx em macréfagos estimulados com
LPS (perfil M1). Os dados obtidos demonstram que o SMEx em macrofagos pro-
inflamatorios manteve os niveis dos mediadores TNF-q, IL-6, IL-18 e NO, bem como
reduziu a secreg¢ao de IL-10 induzida por LPS e da citocina TGF-3, secretada de
modo independente do estimulo.

Em conjunto, o SMEXx pode ser capaz de modular a resposta de macréfagos
M2, reduzindo os niveis das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B e
recuperando parcialmente os niveis de IL-12. Enquanto em macréfagos M1, o SMEXx
nao afetou a secregdo dos mediadores pro-inflamatorios e reduziu a de citocinas

anti-inflamatérias. Além disso, o SMEx em macréfagos nao estimulados reduziu a
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secregao de IL-10 e TGF-B. Considerando a capacidade do SMEx de reduzir a
citocina imunossupressora IL-10 e o fator de crescimento TGF-, em um ensaio de
cocultura (macréfagos e células tumorais) esses efeitos podem auxiliar no controle
da proliferagado tumoral e estimular as respostas antitumorais dos macrofagos.

As citocinas sao proteinas capazes de modular o crescimento e sobrevivéncia
de células tumorais, como também as células imunes e suas respostas antitumorais
(BERRAONDO et al., 2019; LIPPITZ, 2013). O TGF-B na fase inicial do cancer inibe
o desenvolvimento e crescimento tumoral. Entretanto, em células tumorais a via de
sinalizacdo desse mediador pode ser inativada ou a capacidade de resposta ao
TGF-B exdgeno promover o crescimento e progressao tumoral. Enquanto em células
estromais o TGF-B também estimula a angiogénese e a evasao da resposta imune
(COLAK; TEN DIJKE, 2017; XIE et al., 2018). Outra citocina imunossupressora
produzida por TAMs e células no microambiente tumoral € a IL-10, com efeitos
pleiotrépicos e suporte para o desenvolvimento do tumor. A IL-10 inibe a
apresentacao antigénica, producao de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a, IL-6,
IL-1 e IL-12, e consequentemente suprime o direcionamento para a resposta de
perfil Th1 (SAXENA et al., 2015; VAHL et al., 2017). Enquanto a produgédo das
citocinas TNF-q, IL-6 e IL-1B e IL-12 descritas em macréfagos M1 sdo potentes
imunoestimuladoras e podem contribuir para que os macréfagos e outras células
efetoras imunes destruam o tumor (TANIGUCHI; KARIN, 2018; WEAGEL et al.,
2015).

Por fim, os efeitos toxicos do SMEx em células tumorais somados a sua
capacidade de modular a resposta de macréfagos representam potencial alternativa

para novos estudos direcionados a imunoterapia do cancer de mama.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados demonstram que o SMEXx possui efeitos téxicos em células de
carcinoma mamario murino nas menores concentragbes comparados a macrofagos.
Esses efeitos citotoxicos do SMEx envolvem a indugao de vias de morte que cursam
com a ruptura da membrana plasmatica e liberacdo do conteudo citoplasmatico para
o0 meio extracelular. Além disso, o SMEx em macrofagos nas menores doses nao
alterou a viabilidade e proliferagdo. No entanto, o SMEx reduziu a atividade
mitocondrial e foi capaz de modular a produ¢cdo de mediadores inflamatérios em
macrofagos. Dessa forma, pode-se sugerir que o SMEx em macrofagos induza a
reprogramacgao imunometabdlica dos mesmos. Em conjunto, o potencial téxico do
SMEx em células de carcinoma mamario associado a capacidade de modular as
respostas de macrofagos apresentam uma alternativa promissora para a realizagéo
de novos estudos com alvo na imunoterapia do cancer de mama. Mais experimentos
serao necessarios para melhor compreender os efeitos téxicos do SMEx em células

tumorais e as agdes no metabolismo e respostas efetoras de macrofagos.
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