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RESUMO

Neste trabalho avaliamos os efeitos de compostos derivados do nitroestireno,
NTS1 e NTS2, sobre a resposta imunohematopoética de camundongos normais e
portadores do tumor ascitico de Ehrlich (TAE). O estudo dos mecanismos envolvidos no
tratamento de camundongos com NTS1 e NTS2 frente as alterag6es induzidas pelo TAE
mostra efeitos imunolégicos distintos dos dois compostos. O composto NTS1 induziu
aumentos significativos na atividade de células NK, na proliferacdo de células
mononucleares esplénicas e na produgao de citocinas com padrdo Th1 (IL-2 e IFN-y)
liberadas por células mononucleares do bago. Em contrapartida, a atividade de NTS2
esteve relacionada com ativacdo macrofagica. Nossos resultados demonstram que o
tratamento com NTS2 promove aumento significativo nos niveis de TNF-a e IL-1 no
sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais. Outro efeito importante de NTS2
sobre macréfagos peritoneais foi 0 estimulo na produgcdo de NO2-. Além dos parametros
imunolodgicos citados, avaliamos, os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre o crescimento e
diferenciagédo de precursores hematopoéticos. Tanto NTS1 como NTS2 foram capazes de
reverter a mielossupressdo provocada pela evolugdo do tumor, além de aumentar a
atividade estimuladora de col6nias (CSA) no soro de camundongos Balb/c. Os resultados
obtidos demonstram que os compostos compartiham da habilidade de regular
positivamente os desequilibrios hematopoéticos e imunolégicos envolvidos na evolugao
temporal do TAE. A partir disso, testamos a capacidade dos compostos no processo de
diferenciagdo mielocitica utilizando um sistema de cultura ex- vivo no qual células
humanas CD34+ foram tratadas com NTS1 e NTS2. Nossos resultados apresentaram
atividade dose-dependente de NTS1 e NTS2 na proliferacdo e viabilidade de células
CD34+. Além de aumentar significativamente o niUmero de progenitores mieléide comum
e para granulécitos de macréfagos. Os compostos apresentaram diferentes efeitos
durante o processo de diferenciagdo. Inibiram a formagao de neutréfilos maduros, porém,
NTS1 aumentou significativamente a produgdo de metamielécitos e NTS2 de mondécitos.
Estes efeitos fenotipicos na proliferacao e na diferenciacao observados apés o tratamento
com NTS1 e NTS2 podem estar relacionados com a via p88MAPK e o fator transcricional
CEBP-a.
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ABSTRACT

In this work, we have investigated the effects of two nitrostirene derivatives
compounds, NTS1 and NTS2, in the immune-hematopoeitic system in normal and Ehrlich
ascites tumor (EAT)-bearing mice. The study of the mechanisms involved in the treatment
produced by the NTS1 and NTS2 against induced alterations by EAT were different,
showing significant improvements in the NK cells activity, proliferation and Th1 (IL-2 and
INF-y) by mononuclear spleen cells. On the other hand, NTS2 activity was related to
macrophage activation. Our results show that treatment with NTS2 promotes significant
increase in the TNF-a and IL-1 levels in supernatants of the cultures of peritoneal
macrophages. Another important effect of NTS2 on peritoneal macrophage was the
stimulation in the production of NO,. Beyond immunological parameters, we investigated
the NTS1 and NTS2 effects on hematopoietic progenitors. Treatment with NTS1 and
NTS2 protected the host of myelosuppression caused by tumor development and increase
the colony-stimulating activity (CSA) in the serum of Balb/c mice. The results showed that
NTS1 and NTS2 share the ability of regulating positively the hematopoietic and
immunological unbalance involved in the TAE development. Concerning their effects on
myelopoiesis, we investigated the compounds utilizing an ex-vivo differentiation system in
which umbilical cord blood derived CD34+ cells were treated with NTS1 and NTS2. Our
results show that NTS1 and NTS2 have concentration dependent effects on proliferation
and viability of CD34+ cells. Moreover, NTS1 and NTS2 significantly increase common
myeloid and granulocyte/macrophage progenitors. The compounds have differential
effects on terminal differentiation, inhibiting mature neutrophil, however, NTS1 significantly
increased metamyelocytes and NTS2 monocytes. The phenotypic effects on proliferation
and differentiation observed after NTS1 and NTS2 treatment can be explained by changes
in p38MAPK cell signaling and with CEBP-a transcription factor.
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1.1. Busca de novos agentes no tratamento do cancer

O cancer resuta de um comportamento celular anormal, incluindo a proliferagao
celular irregular e descontrolada. Na maioria dos casos, € causado por mutagdo nos
genes que controlam o crescimento, a divisdo e a apoptose celular (morte celular
programada) (Wang, 2010). A partir da década de 40, ocorreu enorme progresso na
compreensao dos processos neoplasicos, havendo uma rapida expansao no arsenal de
agentes citotéxicos disponiveis. Entretanto, o avango no tratamento de tumores de
ocorréncia freqliente € ainda modesto. Somente no Brasil, estima-se a ocorréncia de
aproximadamente 90.000 6bitos por ano, chegando-se a mais de 4 milhdes em todo o
mundo. Além disso, a mortalidade por céncer em nosso pais vem crescendo,
representando um aumento em torno de 150% em apenas 15 anos (Ministério da saude,
2005). Segundo estimativas, 0 numero de novos casos de cancer saltara de 11,3 milhées
em 2007 para 15,5 milhées em 2030 (Organizacdo Mundial da Saude, 2008). Isto faz do
cancer uma doenca emergencial, sendo fundamental o desenvolvimento de novas drogas,

visando terapias mais eficientes.

Os tratamentos atualmente empregados na terapia do cancer, a quimioterapia e a
radioterapia sao destituidos de toxicidade seletiva, provocando efeitos colaterais graves,
dentre eles a inibicdo da resposta imune, critica para a recuperagao do paciente (Wang,
2008). Neste contexto, a citoredugdo induzida quimicamente tem sido utilizada nao
apenas no tratamento de neoplasias, mas também para abrogar a medula éssea em
situacdes de transplante deste 6rgdo. O tratamento com tais agentes é limitado
principalmente por causar mielossupressao e imunossupressao, além de outros efeitos
colaterais em células normais. Neste caso, a inducdao farmacolégica de uma resposta
imune apropriada, ou a modulagao do sistema imune, sao ferramentas Uteis que visam,
principalmente, aumentar ou restabelecer os mecanismos de defesa préprios do

hospedeiro para agir contra as células cancerosas.

Um alvo atraente para a pesquisa quimioterdpica € o desenvolvimento de novas
substancias dotadas de alta seletividade aos tecidos neoplasicos em associagdo a uma
maior atividade e espectro de acdo. Uma destas estratégias estda no desenvolvimento
dirigido de novos farmacos por intermédio da manipulagdo quimica de compostos com
acao antitumoral comprovada, com o objetivo de intensificar a atividade e o potencial de
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cura destas drogas. Uma outra abordagem é a sintese de substancias de baixa toxicidade
e com potencial farmacol6gico para modificar a resposta das células imunocompetentes.
A atividade antitumoral destas drogas é determinada pela sua capacidade de induzir ou

modular a resposta imune contra as células malignas.

Neste sentido, resultados encorajadores tém sido obtidos com compostos
derivados do nitroestireno os quais apresentaram uma série relevante de atividades
biolégicas. Alguns derivados do nitroestireno tém recentemente sido testados como
agentes antitumorais apresentando atividade pro-apoptética em tumor de pituitaria em
ratos através de inibicdo de proteinas fosfatases (Fathi et al. 2000). Estes compostos
também tém sido descritos como inibidores potentes e seletivos da telomerase em células
cancerosas humanas (Kaap et al, 2003), além de apresentarem atividades citotdxica,
antifangica, antibacteriana e inibidora do metabolismo e da agregacao plaquetaria
(Milharez et al, 2006).

1.2. Sintese e andlise dos compostos 1-nitro-2-((E)-2- nitrovinil)benzeno e 1-nitro-3-
((E)-2- nitrovinil)benzeno

Os compostos  1-nitro-2-((E)-2-  nitrovinil)benzeno e  1-nitro-3-((E)-2-
nitrovinil)benzeno denominados aqui como NTS1 e NTS2 respectivamente, foram
sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. José Augusto Villar, da Universidade Federal de Séao
Jodo Del-Rei (UFSJ), segundo protocolo estabelecido na literatura (Villar et al., 2008,
Vogel, 1989). Além do processo de sintese, foram realizados testes de relagao estrutura-
atividade para identificar possiveis atividades biolégicas desses compostos.

Em quimica medicinal, o termo “relagao estrutura-atividade” compreende o estudo
dos efeitos que a estrutura quimica de um composto (ligante) pode causar durante sua
interagdo com o receptor biolégico e, conseqlientemente, racionalizar os principais fatores
que governam esta interacdo. As interagdes de um farmaco com seu receptor bioldgico
sdo determinadas por forgas intermoleculares, ou seja, interagcbes lipofilicas, polares,
eletrostaticas e estéreas. Assim sendo, substancias que apresentam propriedades
terapéuticas, ao interagirem com um alvo especifico (uma enzima, um receptor, um canal
de ions, um &cido nucléico ou qualquer outra macromolécula biolégica), devem possuir
uma estrutura tridimensional de forma que as disposigcbes de seus grupos funcionais

favoregcam uma maior complementaridade ao sitio de ligacao. Isto pode ser resumido da
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seguinte forma: quanto melhor o “encaixe” e a complementaridade das propriedades
superficiais de um farmaco, maior sera sua afinidade e maior podera ser sua atividade
bioldgica (Barreiro, 2001, Kubiny, 1993).

Estudos das relagbes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade
biologica (QSAR), ou entre a estrutura quimica e algum tipo de propriedade fisico-quimica
(QSPR), sao de grande importancia na quimica e bioquimica modernas. O objetivo central
em estudos de QSAR/QSPR é racionalizar a procura por compostos com propriedades
desejadas utilizando intuicdo e experiéncia quimica de uma forma matematicamente
quantificada e computadorizada. Devido aos recentes progressos na area computacional
e no desenvolvimento de eficientes algoritmos de calculos, um grande avango também foi
verificado no desenvolvimento dos célculos quimico-quanticos. Métodos de Quimica
Quantica e técnicas de modelagem molecular permitem a definigdo de um grande numero
de propriedades atdmicas e moleculares caracterizando propriedades relacionadas a
reatividade, forma e modo de ligacao de fragmentos e substituintes moleculares.

Diante disso, os compostos NTS1 e NTS2 foram analisados por um método de
Quimica Quantica denominado ab initio para relacionar suas estruturas com a atividade
de inibicao da enzima fosfolipase A,. Esse método permitiu relacionar a estrutura com a
inibicdo enzimética causada pelos compostos mostrando que o posicionamento do
grupamento nitro no anel aromatico é de grande importancia para o desenvolvimento da
atividade bioldgica. Inibidores enzimaticos seletivos possuem grande importancia e
interesse clinico no tratamento de tumores uma vez que podem apresentar potencial
citotéxico ativando de forma especifica processos apoptoticos. Resultados obtidos em
nosso laboratério mostram atividade antitumoral seletiva dos nitroestirenos em células do
tumor ascitico de Ehrlich (TAE), causando morte celular programada ao mesmo tempo
que ativam processos autofagicos os quais auxiliam a apoptose no combate ao cancer

(Calgarotto et al, 2012, artigo aceito para publicacéo).

Estes resultados positivos tornaram os compostos  1-nitro-2-(E)-2-
nitrovinil)benzeno e 1-nitro-3-(E)-2-nitrovinil)benzeno substancias bastante promissoras
para maiores investigagdes. Neste trabalho avaliamos o mecanismo de agéo antitumoral e
a eficacia terapéutica de NTS1 e NTS2 (Figura 1.1) utilizando o tumor ascitico de Ehrlich

e 0 modelo com células CD34+ humanas em um sistema de diferenciagao ex vivo.
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Figura 1.1: Estrutura quimica do 1-nitro-2-(E)-2-nitrovinil)benzeno (NTS1) e do 1-nitro-3-
(E)-2-nitrovinil)benzeno (NTS2).

1.3. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

Os modelos tumorais experimentais s&o instrumentos laboratoriais que, sob
condigdes adequadas, facilitam a compreensdo da imunologia tumoral e possibilitam a
avaliacdo de atividade e mecanismo antitumoral de diferentes compostos. Em 1905,
Ehrlich e Apolant (Ehrlich e Apolant, 1905) descreveram o aparecimento de um tumor
espontaneo na regiao da glandula mamaria de um camundongo fémea. Naquela ocasiao
foi observado se tratar de um tumor maligno e, testes de transplantabilidade mostraram a
capacidade de crescimento em camundongos receptores. Diferentes patologistas tém
classificado o tumor de Ehrlich como carcinoma; entretanto, as definicbes como tumor de

Ehrlich ou tumor ascitico de Ehrlich (TAE) sao igualmente empregadas.

O modelo ilustrado na Figura 1.2 tem sido amplamente utilizado em estudos
fisiopatologicos associados aos efeitos sistémicos comprometidos com a evolugao
temporal do tumor (Sakai et al, 2006). O TAE oferece inimeras vantagens como modelo
experimental para a avaliagdo da atividade e mecanismo antitumoral de diferentes
compostos. Tais caracteristicas incluem, basicamente, a sua inespecificidade frente a
diferentes linhagens murinas, sendo facilmente transplantavel, com porcentagem de
‘pega” de até 100%. Além disso, diferentes vias de inoculagdo podem ser utilizadas para
a administracdo das células tumorais possibilitando desde o crescimento subcutaneo de
tumores soélidos, até a formacao abundante de liquido ascitico como resultado da

inoculagdo de uma suspensao de células tumorais na cavidade peritoneal dos animais.
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Desta forma, as células do TAE crescem rapidamente em praticamente qualquer
linhagem de camundongos, podendo induzir tumores solidos ou asciticos que levam o

hospedeiro a morte, mesmo quando administradas em doses extremamente baixas.

G-

Figura 1.2: A) Camundongo portador de TAE; B) Esfregaco do liquido ascitico de
camundongo portador de TAE corado com Giemsa. Células mononucleares (M) e células
tumorais (T); C) Células de TAE coradas com PAS.

A influéncia do crescimento tumoral na proliferacdo e diferenciacdo das células
pluripotentes (CFU-S) e nas células progenitoras (CFU-C) tem sido sugerida por varios
autores. Como muitos outros tumores experimentais, o tumor de Ehrlich produz altera¢ées
severas no sistema hematopoético do hospedeiro (Delmonte et al, 1966, Clerici et al,
1970, Pessina et al, 1982, Queiroz et al, 2008). Neste sentido, o envolvimento de fatores
soluveis produzidos pelas células tumorais ou pela interacdo tumor-hospedeiro nos
mecanismos homeostaticos da medula éssea tem sido proposto. Pessina et al. (1982)
verificaram que o pré-tratamento in vitro de células de medula 6éssea normais com fluido
ascitico de Ehrlich produz uma reducao severa no numero de colénias formadas a partir
de células precursoras da medula éssea (CFU-C) e de células pluripotentes (CFU-S).
Ademais, foi observado maior sensibilidade do compartimento granulocitico-macrofagico
aos efeitos provocados pelo crescimento tumoral (Queiroz et al, 2008).

Em relacdo ao envolvimento da imunidade celular, Marusic (1979), em estudo da
resposta imune contra o TAE utilizando camundongos deficientes em células T,
comprovou que a imunidade desenvolvida frente a este tumor € também dependente das
células T.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a supressao da resposta imunoldgica do
tipo celular mediada por macréfagos (Fecchio et al. 1990, Bincoleto et al. 2005), linfécitos
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T (Segura et al. 1997, 2000) e células NK (Valadares et al. 2006a, Sheeja & Kuttan 2007)
€ conseqliéncia inevitavel da progressao tumoral. Varios mecanismos tém sido descritos
como sendo responsaveis pela supressao imunoldgica induzida pelo tumor, incluindo a
regulacdo negativa de fatores humorais (Valadares et al. 2004, Justo et al. 2003), a
producdo de citocinas imunossupressoras (Yamamoto et al. 2005), e a inducdo de
macroéfagos (Mantovani et al. 1992, Elgert et al. 1998) e células T supressoras (Utsumi et
al. 1990). Durante o desenvolvimento do TAE ocorre alteragdo do fenétipo Th1 para o Th2
com consequente inibicdo da liberacdo de IL-2, IFN-y e TNF-a (Yamamoto et al. 2005,
Grynberg et al. 1999), reducao da capacidade citotdxica de células NK (Valadares et al.
2003), aumento nos niveis de IL-10 (Valadares et al. 2004) e de PGE2 (Valadares et al.
2006a, Bincoleto et al. 2005, Pelus & Bockman 1979), acompanhado de reduzido influxo
de células inflamatérias na cavidade peritoneal (Ruiz de Morales et al. 1999, Segura et al.
1997, Valadares et al. 2003, Valadares et al. 2004, Justo et al. 2003, Parhar & Lala 1988).

Resultados encorajadores vém sendo obtidos em nosso laboratério com o uso
deste modelo experimental (Valadares et al. 2003, 2004, 2006b, Justo et al. 2003, Queiroz
et al. 2008, Cezamar et al. 2002, Matsuzaki et al, 2003, Gupta et al. 2004, Sunila & Kuttan
2004). Um perfil da resposta terapéutica dos compostos em estudo consiste na reversao
da profunda mielossupressdo medular e da acentuada mieloestimulacdo extra-medular
(esplénica) induzida pelo tumor. Resultados positivos sdo aqueles que aumentam a taxa
ou a duracao da sobrevida e reduzem o crescimento tumoral na cavidade abdominal. Em
adicao aos trabalhos disponiveis na literatura, estes resultados vém corroborar o emprego
do tumor de Ehrlich como modelo tumoral experimental e também sua utilizagdo em

estudos da atividade imunomoduladora de diferentes compostos.

1.4. Hematopoese

Todas as células de defesa especializadas possuem dois aspectos comuns:
passam parte de suas vidas na corrente sanguinea e originam-se de uma unica célula
indiferenciada comum pluripotente denominada célula-tronco hematopoética (CTH)
(“HSC-Hematopoietic Stem Cell”) presente na medula 6ssea (Lord and Testa, 1988,
Guest and Uetrecht, 2001, Lilly et al, 2011, Park et al, 2012). Tais células séo
classicamente identificadas pela presenga ou auséncia de antigenos de superficie celular.
As CTH foram primeiramente identificadas fenotipicamente como Lin'Sca-1*C-kit"
encontradas na medula de 6ssea de camundongos (Spangrude et al. 1988, Morrison e
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Weissman, 1994, Osawa et al, 1996). Entretanto, hoje sabe-se que ha muitas diferengas

entre marcadores de células hematopoéticas humanas e murinas.

O modelo proposto por Weissman (2001) (Figura 1.3) apresenta uma via de
maturacao hematopoética na qual as células tronco denominadas “long-term” que sao

1 low

fenotipicamente descritas como LinIL-7Ra” Sca-1* C-kit* Flt-3-Thy1°" CD34", fazem parte
de uma subpopulacdo quantitativamente pequena, a qual possui alta capacidade de auto-
renovagao e diferenciagdo nas diferentes linhagens (Weissman' 2001, Kondo et al, 2003)
Além disso, estas tém a capacidade de gerar as células denominadas “short-term” (Lin’IL-
7Ra’ Sca-1* C-kit* Flt-3°"Thy1"°¥ CD34*) as quais possuem potencial de se diferenciar nas
diferentes linhagens, porém com capacidade de auto-renovagao diminuida (Morrison et al,
2005). Este modelo também faz discriminagao entre progenitor linféide comum (PLC) que
gera todas as linhagens linféides, e progenitor mieléide comum (PMC) que produz todas
as células mieldides, dando suporte ao conceito de que linhagens linféides e mieldides se
desenvolvem independentemente a partir de células tronco-hematopoéticas (Kondo et al,

1997, Akashi et al, 2002).

A progenia das células-tronco hematopoéticas compromete-se com uma das trés
linhagens: eritroide, mieldide e linféide, originando os eritrdcitos, linfocitos e células
mieldides, respectivamente (Manz et al. 2001, Traver et al. 2000). As células mais
primitivas em cada linhagem, denominadas progenitoras de linhagem especifica, nao
podem ser identificadas morfologicamente, entretanto, sua existéncia e parte de suas
propriedades sdo deduzidas pela capacidade de produzir tipos particulares de células
maduras em sistema de ensaio biolégico especifico. As células maduras mieldides
compreendem o0s neutrofilos, mondcitos, mastocitos, eosindfilos, basdéfilos e
megacariocitos. As células linféides s&o constituidas de linfécitos B, linfocitos T e
possivelmente as células “natural killer” (NK) (Traver e Akashi, 2004). Em conjunto, estas
duas linhagens mieléides e linféides, de suma importancia, abrangem todas as células de
defesa do hospedeiro responsaveis pelo o estabelecimento de resposta imune efetiva.

Dentro da medula 6ssea as células do estroma que sdo constituidas de células
endoteliais, células acumuladoras de lipideos, macréfagos e células fibroblasticas,
regulam a maturagéo e diferenciacao dos precursores hematopoéticos. Esta regulacéo é
mediada tanto por contato direto, envolvendo moléculas de adesdo entre as células do

estroma/células hematopoéticas, quanto indiretamente via fatores de crescimento
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(Gordon et al, 1987, Gupta et al, 2000, Tripodo et al, 2011). A adesado de células
pluripotentes ao estroma ocorre por meio de varias interacbes entre receptores-
moléculas, como as integrinas a431, a5f1 e CD44, presentes nas células hematopoéticas
e ligantes presente nas células do estroma (Lawal e Calvi, 2011).

Adicionalmente aos mecanismos de adesdo, fatores de crescimento (citocinas)
estimuladores e inibidores regulam a maturacdo das células pluripotentes e progenitoras
comprometidas com uma linhagem celular especifica. A agdo dos estimulos, positivos:
fator estimulador de células tronco (SCF), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucinas-(IL)-1, 3 e 6, e o fator estimulador de colénias de granulécitos/macréfagos
(GM-CSF), juntamente com estimulos negativos: SCF, IL-1, TNF-a e o fator de
crescimento transformador-B (TGF-B), € dependente tanto da localizagdo da citocina
quanto do estagio de maturacéo das células hematopoéticas (Batard et al, 2000, Wilson et
al, 2007, Winkler et al, 2010).

A capacidade proliferativa e de diferenciacdo das células hematopoéticas é
tipicamente avaliada in vitro por ensaios padrdo de cultura denominados ensaios
formadores de colénias e os progenitores freqlentemente descritos como unidades
formadoras de col6nias (CFU). Esta técnica de cultura de células progenitoras da medula
0ssea em meio semi-solido permitiu a compreensdo da biologia de formagcao da célula
sanguinea, sendo hoje amplamente empregada no auxilio diagnéstico e como ferramenta
de estudo dos efeitos de agentes quimicos exercidos sobre a formagédo das células
imuno/hematopoéticas.
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Figura 1.3: Modelo proposto por Weissman (2001) para maturagcao hematopoética a partir
de células tronco hematopoéticas (CTH). Células tronco hematopoética “long-term” (LT-
CTH) produzem as células tronco hematopoética “short-term” (ST-CTH), a quais formam
progenitor linféide comum (PLC) que formam todas as linhagens linféides, e progenitor
mieldide comum (PMC) que podem se diferenciar em progenitor para
granulécitos/macréfagos (PGM) ou progenitor para megariocitos/eritrocitos (PME).

1.5. Via de sinalizacao p38MAPK na regulacao da hematopoese

A hematopoese é um processo altamente regulado que resulta na formagéao de
diferentes células sanguineas e, o controle apropriado da auto-renovacgao e diferenciacéo
de células tronco hematopoéticas € crucial para a manutencdo do equilibrio
hematopoético. As citocinas possuem um papel importante na manutencdo da
homeostasia hematopoética por regular o crescimento, proliferacdo e diferenciacao
destas células, através de alteragbes intra-celulares que resultam na ativagao especifica

de fatores trascricionais e subsequente modulacado da expressao do gene alvo (Chang e
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Karin, 2001). Proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) sdo uma familia de
serina/treonina quinases que possuem papel fundamental na conexao entre receptores de
superficie celular e mudancas no processo transcricional. Elas sdo altamente expressas e
estdo envolvidas em uma ampla variedade de fungbes celulares, incluindo proliferacéo,
diferenciacdo, migracao e apoptose (Dong et al, 2002, Wada e Penninger, 2004,
Schaeffer e Weber, 1999, Davis, 2000, Kyriakis e Avruch, 2001, Zarubin e Han, 2001).
Trés maiores grupos da super familia MAPK foram caracterizados em mamiferos: ERKs,
JNKs e p38MAPKSs (Chang e Karin, 2001, Schaefer e Weber MJ, 1999).

No grupo da p38MAPK foram identificados quatro variantes: p38a, p38(3, p38y,
p380 das quais a p38a, p38B sdo amplamente expressas (Zarubin e Han, 2005). Essa via
esta relacionada com uma variedade de estimulos extra celulares como choque osmético,
radiacdo UV, hipoxia, citocinas inflamatodrias e fatores de crescimento (Raman et al,
2007). Sua ativagdo ocorre através do processo de fosforilagdo regulando substratos
como fatores transcricionais (CEBP/a, Stat1 e Stat3) e proteinas quinases (RSK).

Estudos recentes mostram o envolvimento da p38MAPK na manutengdo da
quiecéncia das células tronco hematopoéticas (lto et al, 2006, Jang et al, 2007). Essa via
aparece constitutivamente ativada em células tronco hematopoéticas obtidas de
camundongos deficientes para o gene Atm. A delegdo desse gene resulta em elevados
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a fosforilacdo da p38MAPK foi
acompanhada de uma diminuicdo na capacidade de auto renovagdo e defeitos na
manutencdo dessas células. Tratamento com antioxidantes ou inibidores da via
recuperam a medula 6ssea dos animais, sugerindo que a via p38MAPK contribui para
exaustdo de células tronco hematopoéticas em resposta ao estresse oxidativo causado
pelas EROs (lto et al, 2006).

Analises de camundongos deficientes de p38MAPK revelaram que p38 apresenta
papel importante na desenvolvimento de varios processos. Embrides de camundongos
p38(-/-) ndo conseguem sobreviver devido a defeitos na angiogénese placentaria. Esses
embrides exibem morfologia normal, mas apresentam anemia devido ao estresse
causado pela eritropoese anormal (Mudgget et al, Tamura et al, 2000). A falta da atividade
de p38 estd relacionada com uma interferéncia na estabilizagdo do mRNA da
eritropoetina, resultando entdo na diminuicdo da expressao do gene para a eritropoetina.
A delecédo de p38MAPK em camundongos adultos, resulta no aumento da proliferagéo e
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defeitos na diferenciagdo de progenitores e células do pulmao. Além disso, a p38MAPK
tem sido relacionada por regular o processo de diferenciacdo de varios tipos celulares,
incluindo cardiomiécitos, células neuronais, adipdcitos, e células imune (Engel et al, 2005,
Engelman et al, 1998, Morooka et al, 1998, Simone et al, 2004).

Estudos ex vivo utilizando um modelo de diferenciacdo de células CD34+
estabeleceram a importancia da p38 tanto na eritropoese como na mielopoese (Nagata et
al, 1999, Geest et al, 2009). Geest (2009) demonstraram que a inibicdo da p38MAPK
aumenta o desenvolvimento neutrofilico e que a ativag@o constitutiva dessa via bloqueia
totalmente a maturagédo de neutréfilos. Além disso, experimentos in vivo usando
camundongos NOD/SCID transplantados com células CD34+ expressando MKK3
apresentaram redugdo do processo de diferencia¢do de neutrofilos. Os autores mostram
ainda que o mecanismo molecular envolvido parece ser através do fator transcricional
CEBP/a no qual a fosforilagao inibitéria deste fator ocorre em resposta a ativagdo da
p38MAPK. CEBP/a é um fator transcricional que apresenta papel crucial na manutengao
da mielopoese. Sua expressdo € detectada em precursores mieldides regulando
principalmente o comprometimento com a linhagem granulocitica. Camundongos
deficientes de CEBP/a apresentam falta de neutroéfilos e eosindfilos maduros, e acumulam

mieloblatos imaturos na medula 6ssea (Zhang et al, 2002).

Estes achados demonstram que a via p38MAPK é de fundamental importancia
para regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo das células sanguineas e que a ativagao
desordenada dessa via pode ser considerada uma causa de desordens hematopoéticas.
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2. OBJETIVOS
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Constitui objetivo do presente trabalho avaliar os efeitos do tratamento com NTS1 e NTS2

sobre as alteragbes hematoldgicas observadas em camundongos Balb/c portadores do

tumor ascitico de Ehrlich. Para isso, analisamos:
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a sobrevida de animais portadores de TAE;

capacidade formadora de colbnia para granuldcitos/macréfagos da medula
Ossea e baco de animais;

a atividade estimuladora de colénias (Colony stimulating activity — CSA) de
células hematopoéticas no soro de animais;

a atividade de células NK;

a capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas, bem como a
producéo de TNF-q, IFN-y, IL-2 e IL-10 por estas células;

a capacidade proliferativa de macréfagos bem como a producado de TNF-q,
IFN-y, IL-10 e nitrito;

a proliferagdo e viabilidade de células CD34+;

a quantificacao de células CD34+;

a quantificacdo de progenitor mieléide comum (PMC) e progenitor para
granulécito/macréfago (PGM);

a capacidade formadora de colénias para granulocitos/macrofagos (CFU-GM)
a partir de células CD34+;

o processo de diferenciagéo a partir de células CD34+;

a atividade da via de sinalizagdo MAPK em células CD34+.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Compostos

Os trabalhos de sintese e analise dos compostos derivados do nitroestireno que
foram estudados, 1-nitro-2-(E)-2-nitrovinil)benzeno (NTS1) e 1-nitro-3-((E)-nitrovinil)
benzeno (NTS2) foram realizados pelo grupo do Prof. Dr. José Augusto Villar, da
Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei (UFSJ), segundo protocolo estabelecido na
literatura (Villar et al., 2008). As substancias foram administradas intraperitonealmente
(i.p). O veiculo de administragao utilizado foi dimetilsulféoxido (DMSQ)/solucao fisioldgica
estéril 1:9 (V/V). As solucdes foram preparadas diariamente antes da administracao.

3.2. Animais

Para a realizagdo dos experimentos utilizamos camundongos BALB/c machos,
com idade entre seis e oito semanas, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério- UNICAMP
(CEMIB). Os animais foram mantidos em gaiolas forradas com maravalha estéril, em sala
climatizada com ciclos claro-escuro de 12 horas. Racao comercial padrdao e agua foram
fornecidos ad libitum. Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacao animal (CEEA) sob o Protocolo n® 662-1 (em anexo).

3.3. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

A linhagem tumoral de Ehrlich € mantida em nosso laboratério através de
sucessivas passagens intraperitoneais entre animais. As células tumorais de Ehrlich
crescem de forma ascitica na cavidade peritoneal de camundongos. Para o
desenvolvimento do tumor de Ehrlich, camundongos foram inoculados
intraperitonealmente com 0,2 mL de uma suspensdao de células tumorais contendo
1x10%células/animal, provenientes da cavidade peritoneal de camundongos doadores.
Apés a retirada do liquido ascitico do peritbneo de camundongos doadores, o numero e a
viabilidade das células foram determinados pelo método de exclusdo do corante Trypan-
blue 0,2%, em camara hemocitométrica, considerando adequado no minimo 95% de

viabilidade.
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3.4. Realizacao das curvas de sobrevida

Com a finalidade de avaliar os efeitos da administracdo terapéutica de NTS1 e
NTS2 na sobrevida dos animais portadores de TAE, os animais foram divididos nos
seguintes grupos experimentais (n=10), a saber:

1) animais controle positivo, portadores de TAE e sem tratamento;

2, 3,4,5,6 e 7) animais portadores de TAE, tratados com NTS1 0,05; 0,1;0,5; 1; 5e 10
mg/Kg;

8,9, 10, 11, 12 e 13) animais portadores de TAE, tratados com NTS2 0,05; 0,1;0,5;1;5e
10 mg/Kg.

Todos os animais foram inoculados intraperitonealmente com 0,2 ml de uma
suspensdo de células tumorais contendo 1x10° células/animal. A administracdo de NTS1
e NTS2 foi realizada via i.p. nas doses de 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mg/Kg, utilizando-se
salina como veiculo de administracdo, uma vez por semana durante trés semanas
consecutivas ap6s a inoculacao destas células (tratamento terapéutico— grupo 2 a 13). Os
animais controle receberam somente o veiculo acima mencionado, durante os dias de

tratamento. Observamos os animais por um periodo de 50 dias.

Grupos 01 8 15 S0 dias do
Y // experimento
S —
v
v
2) 0,05 mg/kg
— 3) 0,1 mg/kg
ENTSI 4) 0,5 mg/kg
¥ TAE 1x10° céls/animal, ip BTS2 5) 1 mg/kg
6) 5 mg/kg
N 1IN mal/K o

Figura 3.1: Protocolo experimental para avaliagdo do efeito do tratamento terapéutico de
diferentes doses de NTS1 e NTS2 (0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mg/Kg) na sobrevida de
camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich.
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3.5. Tratamento dos animais

Com a finalidade de avaliar os efeitos da administracdo terapéutica de NTS1 e
NTS2 na manutencdo da hematopoese, atividade estimuladora de colbénias de células
hematopoéticas no soro, atividade de células NK, capacidade proliferativa de células
mononucleares esplénicas, bem como a producao de IFN-y, IL-2 e IL-10 por estas células
e proliferagédo e atividade de macrofagos através da determinacdo dos niveis de TNF-q,
IL-1, IL-10 e nitrito de animais portadores de TAE, os animais foram divididos em grupos
experimentais de 6 animais e submetidos ao seguinte protocolo de tratamento:

1) animais controle negativo, ndo portadores de TAE e sem tratamento (CTRL);
2) animais controle positivo, portadores de TAE e sem tratamento (TAE);

3) animais portadores de TAE, tratados com NTS1 (NTS1+TAE);

4) animais tratados com NTS1, ndo portadores de TAE (NTS7);

5) animais portadores de TAE, tratados com NTS2 (NTS2+TAE);

)
)
)
)
)
6) animais tratados com NTS2, ndo portadores de TAE (NTS2);
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Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados no segundo
(a), nono (b) e décimo sexto (c) dia ap6s inoculacao do TAE.

a) 0,05 mg/kg
b) 0,1 mg/kg
G dias do ©) 0,5 mg/kg
rupos experimento d) 1 mg/kg
e) 5 mg/kg
1 f) 10 mg/Kg
2
3 (a’b9c5d,e5f)
= - - v TAE 1x10° céls/animal, ip
4 (a’b’c’d’e’f)
s s* s*
5 (a,b,c,d,ef)
sacrificio no 2° dia ap6s TAE
6 (a,b,c,de,f) B NTs1 sacrificio no 9° dia apis TAE
B NTS2 sacrificio no 16° dia apés TAE

Figura 3.2: Protocolo experimental para avaliacdo de NTS1 e NTS2 na manutengéo da
hematopoese, atividade estimuladora de colénias de células hematopoéticas no soro,
atividade de células NK, capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas,
bem como a producao de IFN-y, IL-2 e IL-10 por estas células e proliferacao e atividade
de macréfagos através da determinacdo dos niveis de TNF-a, IL-1, IL-10 e nitrito em
modelo experimental in vivo de camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich.

3.6. Ensaio de unidade formadora de colénia para granulocitos/macrofagos da

medula ossea

1.1.1 Preparo de culturas de medula

Apds a morte por deslocamento cervical, os animais submetidos aos diferentes
tratamentos descritos no item 3.5 foram mergulhados em élcool 70%. Os fémures foram
coletados e a medula éssea foi transferida com auxilio de agulha e seringa para um tubo
contendo meio RPMI-1640 (Cultilab). As suspensdes celulares foram mantidas no gelo. O
numero de células na suspensdo foi contada em camara hemocitométrica apds diluicao
1:10 das células em azul-tripan 0,2 %. Aliquotas contendo 1 x 10° células foram
adicionadas a 2 mL do meio semi-sélido que consiste de: 30% de meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Difco) 2X concentrado; 20% de soro bovino fetal
(SBF, Cultilab) e 50% de Agar (Bacto-agar Difco). A seguir, distribuimos volumes de 2,0
ml em cada placa de Petri, as quais ja continham 100 yL de recombinante GM-CSF (0,5
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ng/mL) (Sigma). Incubamos por sete dias a 37°C em presenca de 5% de CO, no ar e a
seguir contamos o numero de coldénias em microscépio de dissec¢cao com aumento de
40X.

1.1.2 Preparo de culturas do bago

Bacos de camundongos submetidos aos tratamentos referidos no item 3.5 foram
coletados assepticamente e colocados em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo meio
RPMI-1640 (Cultilab). As células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um
macerador, € as hemacias foram lisadas adicionando-se tampéao de lise (NH,Cl 0,85% -
Tris 15mM, pH 7,2) ao botéo celular previamente concentrado. Apds 3 lavagens com meio
RPMI-1640 o numero de células na suspensao foi contada em camara hemocitométrica
ap6s diluicdo 1:10 das células em azul-tripan 0,2 %. Aliquotas contendo 2 x 10° células
foram adicionadas a 2 mL do meio semi-so6lido que consiste de: 30% de meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Difco) 2X concentrado; 20% de soro bovino fetal
(SBF, Cultilab) e 50% de Agar (Bacto-agar Difco). A seguir, distribuimos volumes de 2,0
ml em cada placa de Petri, as quais ja continham 100 uL de recombinante GM-CSF (0,5
ng/mL) (Sigma). Incubamos por sete dias a 37°C em presenca de 5% de CO, no ar e a
seguir contamos o numero de coldénias em microscépio de disseccao com aumento de
40X.

1.1.3 Avaliacdo da atividade estimuladora de colénias (CSA)

O sangue dos animais submetidos aos referidos tratamentos (rever item 3.5) foi
coletado por pungéao cardiaca, sendo separado em “pools”, centrifugado para obtengéo do
soro e armazenado a —20°C. A atividade dos fatores estimuladores de col6nias no soro
dos animais foi determinada pela capacidade de induzir o crescimento e diferenciacao de
precursores hematopoéticos de granulécitos e macréfagos da medula 6ssea de animais
normais. A atividade estimuladora de colbnias foi expressa em unidades por mL e
determinada a partir de curva de titulagao. De acordo com Van Den Engh & Bol (1975), a
menor concentragcao capaz de estimular o crescimento de col6nias é considerada como 1
unidade de CSF.
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3.7. Avaliagao da atividade citotoxica de células “Natural Killer” (NK)

3.7.1. Manutencao e preparo das células alvos

Para o ensaio de atividade citotéxica das células natural killer, as células alvo
utilizadas pertencem a linhagem tumoral YAC-1, linfoma de célula T originario A/SN
induzido pelo virus Maloney. Esta linhagem celular cresce em suspensao e foi mantida
em cultura continua in vitro em meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de
SBF, em estufa mida a 37°C e 5% de CO,. Para o ensaio de citotoxicidade, 5 x 10°
células alvo foram lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 completo suplementado com
10% SBF e ressuspendidas em 0,2 mL de SBF. Em seguida, as mesmas foram marcadas
com 100 uCi de Na, *'CrO,4 por um periodo de 90 minutos a 37°C sob agitacdo periddica.
Novamente, as células foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI-1640 completo
suplementado com 10% de SBF e ajustou-se a concentracdo celular para 1 x 10° células/
mL.

3.7.2. Células efetoras esplénicas

Dois, nove e dezesseis dias apds a inoculacdo do TAE, bagos de camundongos
submetidos aos tratamentos referidos no item 3.5 foram coletados assepticamente e
colocados em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo meio RPMI-1640. As células
mononucleares foram separadas em gradiente ficoll-hypaque (d=1,077) (Sigma), lavadas
e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de
SBF e incubadas em placa de Petri de vidro (100x20 mm) por 2 h em estufa imida a 37°
C e 5% de CO,. Apés este periodo, as células ndo aderentes (sobrenadante) foram
cuidadosamente aspiradas da placa, lavadas e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI-
1640 completo suplementado com 10% de SBF, ajustando-se a concentracao para 5 x
10° células/mL. A atividade citotoxica das células NK foi avaliada contra as células alvo
YAC-1 (célula de referéncia para NK), em ensaio de liberagdo de *'Cr.

3.7.3. Ensaio de liberacao de 51Cr

Em microplacas de cultura (96 wells Corning) foram adicionados 100uL da
suspensao de células efetoras, em triplicata, com reserva de trés pogcos para a lise
espontanea (100 pL de SBF ou meio de cultura) e outros 3 para a lise maxima (100 pL de

Triton X-100 50%). A seguir, 100 pL de células alvo previamente marcadas com °'Cr
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foram distribuidos nos pogos de reagao e controles. Apds centrifugacdo a 800 rpm por 5
minutos, a placa foi incubada por 4 h em estufa umida a 37° e 5% CO.. A seguir, a placa
foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm e 100 yL do sobrenadante foram transferidos
para tubos plasticos. A leitura foi realizada em contador gama (Gamma Counter
5500BBeckman) e os resultados expressos em porcentagem de lise especifica.

Porcentagem de lise especifica = lise teste — lise espontdnea x 100

lise max. — lise espontanea

3.8. Proliferacao de células mononucleares esplénicas

Bacos de camundongos submetidos aos tratamentos referidos no item 3.5 foram
coletados assepticamente e colocados em tubos do tipo Falcon (15 mL) contendo meio
RPMI-1640. As células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e
as hemacias foram lisadas adicionando-se tampéao de lise (NH4Cl 0,85% Tris 15mM, pH
7,2) ao botédo celular previamente concentrado. Apds 3 lavagens com meio RPMI-1640,
as células foram ajustadas a uma concentracéo de 1x10° células/mL em meio RPMI-1640
completo suplementado com 5% de SBF. Com a finalidade de avaliar a capacidade
proliferativa das células mononucleares esplénicas, em cada pog¢o da placa de
microcultura (96 wells-Corning) foram adicionados 200 yL da suspensdo celular em
presenca de solugdo de Concanavalina A (Con A) (5ug/mL) (Sigma). O ensaio foi
realizado em triplicata para cada animal. As placas foram mantidas 72 horas em estufa
umida a 37°C e 5% de CO,. Dezoito horas antes do término dos cultivos, 1,0 uCi de
Timidina tritiada (3H) (Amershan Pharmacia Biotech) foi adicionada. Completado o
periodo de incubacdo, a Timidina 3H incorporada as células em proliferacdo foi
determinada em cintilador (Beckman LS 6000 Series Scintilation System, USA). De
acordo com os resultados fornecidos da radioatividade incorporada pelas células, foi
possivel definir se houve ou ndo ativacao e proliferagdo celular. Os resultados foram
obtidos subtraindo-se a média das cpm das triplicatas estimuladas pela média com das

triplicatas basais correspondentes.

Para quantificagao de esplendcitos CD4+ os animais foram sacrificados no 16° dia
apos a inoculagdo do tumor e as células do bago foram marcadas com anticorpo

especifico FITC anti-mouse CD4+ (eBioscience), e seguindo o protocolo indicado pelo

Material e Métodos
51



respectivo fabricante. As amostras foram lidas em Citdmetro de Fluxo FACScalibur FACS
Calibur (Becton-Kickinson, Mountain View, CA).

Para avaliar a producédo de IFN-y, IL-2 e IL-10, em placa de cultura de 24 wells
(Corning), foram adicionados 800uL de meio RPMI-1640 enriquecido com 5% de SBF em
cada pogo e, em seguida, 200uL de suspenséo celular em presenca de solu¢do de Con A
(5ug/mL) (Sigma). As placas foram incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO..
Apds 48 h, o sobrenadante foi coletado individualmente de cada pogo e congelado a —
20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de quantificacdo de citocina

conforme item 3.12.
3.9. Caracterizacéo e cultivo de macrofagos peritoneais

Os macrofagos foram assepticamente coletados dos camundongos submetidos
aos tratamentos referidos no item 3.5, por de lavagem peritoneal com 10 mL de meio
RPMI-1640 a 4°C. O lavado peritoneal foi coletado em tubo plastico e mantido no gelo. O
nuamero e a viabilidade dos macréfagos foram determinados pela exclusdo do corante
azul-tripan (0,2%) e também utilizando o corante vermelho neutro, em camara
hemocitométrica, considerando adequado no minimo 95% de viabilidade. A populagéao de
macréfagos nas diferentes amostras foi quantificada através de Citometria de Fluxo
utilizando-se o anticorpo especifico FITC anti-mouse Mac-3 (eBioscience), e seguindo o
protocolo indicado pelo respectivo fabricante. As amostras foram lidas em Citbmetro de
Fluxo FACScalibur FACS Calibur (Becton-Kickinson, Mountain View, CA.).

3.9.1.0btengao de sobrenadante de cultura para dosagem de citocinas

As suspensbes de células peritoneais de cada camundongo foram transferidas
(1x10° macréfagos/well), em triplicata para placa de cultura de 24 wells (Corning). As
placas foram incubadas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO, por 2 horas. Apés este
periodo as células ndao aderentes foram cuidadosamente aspiradas da placa.
Adicionamos 1mL de meio RPMI-1640 enriquecido com 5% de SBF em cada pogo e, em
seguida, solugdo de LPS (1ug/mL) (Sigma). Como controles, células de cada amostra
foram cultivadas na auséncia de LPS para controle. As placas foram incubadas em estufa

umida, a 37°C e 5% de CO.. Apds 24h, o sobrenadante foi coletado individualmente de
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cada poco e congelado a —20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de
quantificagdo de citocina conforme item 3.12.

3.9.2. Producdo de nitrito (NOZ2)

Os macréfagos foram transferidos (1x10° macréfagos/well) para micro placa de
cultura (96 wells- Corning). As placas foram incubadas em estufa Uumida, a 37°C e 5% de
CO, por 2 horas. Apés este periodo as células ndo aderentes foram cuidadosamente
aspiradas da placa. Em seguida, 100 pL de meio RPMI-1640 suplementado com 10% de
SBF foram transferidos para cada poco da placa juntamente com solucdo de LPS
(1pg/mL) (Sigma) Simultaneamente, incubamos células de cada amostra sem LPS para
controle. As placas foram incubadas em estufa Umida, a 37°C e 5% de CO, por 24 h. A
producéo de NO foi determinada, segundo o método colorimétrico baseado na reagao de
Griess descrito por Green et al (1981). Para isso, 100 uL dos sobrenadantes foram
transferidos para micro placa de cultura (96 wells- Corning) as quais foram adicionados
100 uL do reagente de Griess (Sigma). As amostras foram lidas em leitor de ELISA em
comprimento de onda de 540nm contra um branco constituido por reagentes de Griess.
Os resultados foram expressos em pmols de NO, por 1x10° células, comparando-se a

D.O. com uma curva padrao em concentracdes conhecidas de NO,'.
3.10. Quantificacao de citocinas
As citocinas foram quantificadas conforme descrito abaixo:
- Sobrenadante de culturas de células mononucleares esplénicas: IFN-y, IL-2 e IL-10;
- Sobrenadante de cultura de macréfagos peritbneais: TNF-a, IL-1 e IL-10.

As citocinas foram quantificadas através do método imunoenzimatico (ELISA)
utilizando-se Kits de anticorpos monoclonais anti-mouse especificos para cada citocina
[R&D System, Kit DuoSetO— ELISA Development System: IL-1a/IL-1F1, TNF-a/TNFSF1A,
IFN-y, IL-2 e IL-10. A quantificacdo foi realizada em placa de microcultura para ELISA (96
wells), seguindo a indicagdo do fabricante para utilizacdo de cada Kit. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA (I= 450 nm) (Labsystem) e os resultados expressos em
pg/mL.
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3.11. Isolamento e cultura de células CD34+

As células mononucleares foram isoladas do sangue do corddao umbilical e
separadas com gradiente Ficoll-Hypaque (densidade 1.077 g/mL). Foi utilizada separacao
imunomagnética (Miltenyi Biotech, Auburn, CA) utilizando anticorpo anti-CD34 conjugado
a “beads’. As células foram ajustadas para a concentragéo de 1.0-2.0 x 10% mL células
em meio IMDM (Gibco) suplementado com 8% de SBF (Hyclone), 50 ymol/L de B-
mercaptanol, 10 unidades/mL de penicilina, 10 pumol/L de estreptomicina e 2 mM de
glutamina. As células foram diferenciadas em neutrofilos por 17 dias adicionando fator
estimulador de colénia (CSF) (50 ng/mL), ligante FLT-3 (50 ng/mL), fator estimulador de
colénia para granulécito/macréfago (GM-CSF) (0.1nmol/L), interleucina 3 (IL-3) (0.1
nmol/L), e fator estimulador de colénia para granulécito (G-CSF) (30 ng/mL) (todos da Cell
Signaling Tecnology). A cada 3 dias, o numero de células na suspenséo foi contada em
camara hemocitométrica apéds diluicdo 1:10 das células em azul-tripan 0,2 % e o meio foi
renovado com a adi¢ao de 5x10° células/mL. Apos 3 dias de diferenciacéo apenas G-CSF
foi adicionado ao meio. Os compostos NTS1 (0,5, 1 e 5 uM) e NTS2 (0,5, 1 e 5 uM) foram
adicionados ao meio a cada 3 dias. As células do cordao umbilical foram coletadas apés
consentimento de acordo com a declaracao de Helsinki. Os protocolos foram aprovados
pelo comité de ética da University Medical Center Utrecht.

3.12. Avaliacao da apoptose

As células nas culturas foram coletadas nos dias 7,10 e 14 da cultura e lavadas
com PBS. As amostras foram incubadas por 15 minutos com AnnexinV-FITC (Alexis) em
solucao de ligacao (10 mmol/L HEPES-NaOH (pH 7.4), 150 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L
CaCl,). As células foram lavadas e ressuspendidas em solugdo de ligagao juntamente
com 1uM de iodeto de propidio (Alexis). Porcentagens de apoptose foram (Annexin V- e
iodeto de propidio positivos) determinadas por analises de citometria de fluxo (FACS
Canto, Becton Dickinson, Alphen a/d Rijn, The Netherlands).

3.13. Anaélise histoquimica de células hematopoéticas

Marcagao com May-Grunwald/Giemsa foi utilizada para analisar a diferenciagao
mieléide. Citospin foi preparado com 5 x 10* células as quais foram fixadas em metanol

por 3 minutos. Apos a fixagdo foram marcadas com solugéo de azul de eosina 50% de
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acordo com May-Grunwald (Sigma) por 15 minutos. Em seguida lavadas por 5 segundos,
e 0 nucleo foi marcado com solugdo de Giemsa (Merck kGaA) por 20 minutos. A
diferenciacdo de neutrofilos pode ser caracterizada por estagios distintos: mioloblastos,
pro-mieldcito I, pré-mieldcito 11, mieldcito, metamieldcito e neutréfilos maduros com nucleo
segmentado. Fotografias foram feitas apdés a marcacdo com May-Grunwald/Giemsa
utilizando microscopio Axiostar plus (Carl Zeiss, Sliedrecht, The Netherlands).

3.14. Marcacao com lactoferrina

As células CD34+ foram colocadas em cultura na presenca de G-CSF para induzir
a diferenciacdo de neutrofilos. Ap6s 17 dias de cultivo, as células foram fixadas em 100
uL de formaldeido 0,5% por 15 minutos a 37°C e em seguida permeabilizadas em 900 pL
de metanol gelado por 30 minutos. As células foram lavadas com PBS, ressuspendidas
em solucdo contendo anticorpo para lactoferrina conjugada com ficoeretrina (PE)
(Immunotech) por 25 minutos. As células foram novamente lavadas e analisadas em
Citémetro de Fluxo (FACS Canto, Becton Dickinson, Alphen a/d Rijn, The Netherlands).

3.15. Analise de Western blot

A analise de Western blot foi realizada utilizando técnica padrao (Towbin et al,
1979). Células CD34+ em processo de diferenciacao foram lisadas com solucdo Laemmli
[0.12 mol/L Tris-HCI (pH 6.8), 4% SDS, 20% glycerol, 0.05 pg/uL bromophenol blue e 35
mmol/L B mercaptoethanol], sonicadas e aquecidas por 5 minutos. Quantidades iguais do
lisado total foram analisadas por gel SDS 10% (Laemli, 1970). As proteinas foram
transferidas para membrana de di-flior polivinilideno, incubadas com solugéo bloqueadora
(Tris/Tween20) contendo 5% de leite por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida
incubada com anticorpos contra p-p38, p38, p-CEBP-a, CEBP-a ou contra tubulina (todos
da Cell Signaling Tecnology) overnight a 4°C em solu¢do contendo Tris/Tween20 com 5%
de albumina fetal bovina (BSA). A membrana entdo foi incubada com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente.
Quimiluminescéncia foi utilizada como método de deteccdo (Amersham Pharmacia,

Amersham, United Kingdom).
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3.16. Andlise de citometria de fluxo para células progenitoras mieldides

As células CD34+ foram colocadas em cultura na presenca de G-CSF para induzir
a diferenciagdo de neutréfilos. Apds 3 e 7 dias de cultivo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em PBS e SBF (5%) e subsequientemente incubadas por 30 minutos no
gelo com uma mistura de anticorpos. Células com caracteristica de nao linhagem sao
negativas para os marcadores (todos da Becton Dickinson) CD2, CD3, CD4, CD7, CD14 e
CD235a. As células da populagdo linhagem negativa (Lin-), CD34+ e CD38- sao
consideradas células tronco hematopoéticas (CTH). Lin-, CD34+, CD38+, CD123+ e
CD45RA- sao consideradas progenitor mieldide comum (PMC) Lin-, CD34+, CD38+,
CD123+ e CD45RA+ sao consideradas progenitor para granulocito/macréfago (PGM). As
populac¢des celulares contendo CTH, PMC e PGM foram caracterizadas por analise de
Citometria de Fluxo (FACS Canto, Becton Dickinson, Alphen a/d Rijn, The Netherlands).
Célula marcadas com controles isotipicos foram utilizadas para a correta selecao das
populagdes.

3.17. Ensaio de unidade formadora de colbnia (CFU)

Quinhentas células CD34+ foram plaqueadas em meio IMDM (Gibco)
suplementado com 35% de SBF 44,4% de metilcelulose (Stem Cell Tecnology), 11.1
umol/L de B-mercaptoethanol, 2.2 units/mL de penicilina, 2.2 pg/mL de estreptomicina e
0.44 mmol/L de glutamina. Os ensaios de CFU foram realizados na presenga de SCF (50
ng/mL), ligante para FLT-3 (50ng/mL), GM-CSF (0.1 nmol/L), IL-3 (0.1 nmol/L), G-CSF (60
ng/mL) (todos da Cell Signaling Tecnology) e os compostos NTS1 e NTS2 em uma dose
Unica. Incubamos por onze dias a 37°C em presenca de 5% de CO, e em seguida foi
realizada a contagem das colénias de CFU-GM (granulécito/macréfago), CFU-G
(granulécito) e CFU-M (macréfago).

3.18. Anadlise Estatistica

Para verificar a ocorréncia de diferengas significativas entre os grupos estudados
foi utilizada Anadlise de Variancia (ANOVA). Nos casos em que houve diferenga
significativa, o Teste de Tukey foi utilizado para detectar diferencas existentes entre todos

0OS grupos.
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As curvas de sobrevida foram representadas pelo método descrito por Kaplan-
Maier (1958) (Collet 1994). A comparacéao entre os grupos foi realizada pelo teste de Log-

rank (procedimentos ndao paramétricos).

Os graficos apresentam as médias e desvios-padrdao dos diferentes grupos.
Consideramos estatisticamente significativos os valores de P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Atividade in vivo dos compostos NTS1 e NTS2 utilizando o tumor Ascitico de
Ehrlich (TAE)

4.1.1.Andlise da sobrevida

A eficacia do tratamento com NTS1 e NTS2 em camundongos portadores de TAE
esta representada na Figura 4.1 e 4.2, respectivamente. Como podemos observar todos
os camundongos apenas portadores de TAE morreram até o 30° dia apds a inoculagao do
tumor. Resultados semelhantes foram observados com os animais portadores de tumor
tratados com a dose de 0,05 mg/Kg tanto de NTS1 como de NTS2. Por outro lado, o
tratamento com as doses de 0,1 de NTS1 (Figura 4.1) e 1 mg/Kg de NTS2 (Figura 4.2)
prolongaram 60% e 50% respectivamente a sobrevida de animais portadores de TAE,
comparado com 0s animais apenas portadores do tumor (P<0,001). Sendo consideradas

as menores doses efetivas.
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Figura 4.1: Efeito do tratamento com NTS1 na sobrevida de camundongos Balb/c
portadores de TAE. Os animais foram tratados com diferentes doses de NTS1 0,05; 0,1;
0,5; 1; 5 e 10 mg/kg por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas
apds a inoculacdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os animais controle receberam
apenas diluente. Grupos de 20 animais foram observados diariamente. P<0,001
comparado com o grupo controle (Kaplan-Meier).
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Figura 4.2: Efeito do tratamento com NTS2 na sobrevida de camundongos Balb/c
portadores de TAE. Os animais foram tratados com diferentes doses de NTS2 0,05; 0,1;
0,5; 1; 5 e 10 mg/kg por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas
apés a inoculacdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os animais controle receberam
apenas diluente. Grupos de 20 animais foram observados diariamente. P<0,001
comparado com o grupo controle (Kaplan-Meier).
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4.1.2.Ensaio de unidade formadora de colénia para granuldcitos/macréfagos da medula
ossea e baco de animais normais e portadores de TAE

Os resultados do tratamento com as doses de 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mg/kg tanto
de NTS1 como de NTS2 sobre o numero de CFU-GM da medula 6ssea e baco de animais
normais e portadores de TAE estdo apresentados na Figura 4.3 e 4.4 respectivamente.
Em animais normais, o tratamento com as diferentes doses dos compostos nao produziu
alteracoes significativas no nimero de CFU-GM medular quando comparado com o grupo
controle. Nos animais portadores de TAE, observamos uma drastica mielossupressao
quando comparado com o grupo controle (P<0,001), o que corrobora com estudos
anteriores de nosso laboratorio. No entanto, exceto a dose de 10mg/Kg de NTS1, o
tratamento com todas as doses tanto de NTS1 (Figura 4.3A) como de NTS2 (Figura 4.3B)
foi capaz de reverter a mielosupressao causada pelo tumor. As doses de 0,1 mg/Kg de
NTS1 e 1 mg/Kg NTS2 foram as doses mais efetivas quando comparadas com as demais
(P<0,001), resultado que corrobora com a analise de sobrevida. Neste sentido,
selecionamos as doses de 0,1 mg/Kg de NTS1 e 1 mg/Kg NTS2 para o estudo dos

demais parametros, tanto hematopoéticos como imunolégicos.
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Figura 4.3: Efeito do tratamento com NTS1 (A) e NTS2 (B) nas unidades formadoras de
colénias de granuldcitos-macréfagos (CFU-GM) da medula éssea de camundongos Balb/c
portadores de TAE. Os animais foram tratados com diferentes doses (0,05; 0,1; 0,5; 1; 5 e
10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas apoés a
inoculacdo do tumor (1 x 10°® células/animal). Os grupos controle e TAE receberam
somente diluente da droga. Os animais foram sacrificados no 16° dia ap6s a inoculagao
do tumor. Os fémures de cada animal foram coletados e a medula éssea foi transferida
com auxilio de agulha e seringa para um tubo contendo meio RPMI-1640. O numero de
células na suspensao foi contada em camara hemocitométrica e adicionadas em volume
apropriado (1 x 10° células/ml) em meio mais &gar que consiste de: 30% de meio DMEM
2X concentrado; 20% de soro bovino fetal e 50% de agar. O ensaio de CFU, realizado em
triplicata para cada animal foi incubado por sete dias a 37°C em presenca de 5% de CO,
no ar e a seguir contamos o numero de colénias em microscépio de disseccdo com
aumento de 40X. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo.
#P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de
Tukey.
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Em relacdo a hematopoese extramedular (Figura 4.4), podemos observar que o
tratamento tanto de NTS1 como de NTS2 de animais normais nédo alterou o nimero de
CFU-GM esplénico dos animais. Em animais portadores do tumor ocorreu um aumento
expressivo no numero de CFU-GM quando comparado ao grupo controle (P<0,001). O
tratamento com os dois compostos foi capaz de reverter este aumento de col6nias
esplénicas com todas as doses testadas (P<0,001), atingindo valores similares aos
observados no grupo controle. Novamente as doses de 0,1 mg/Kg de NTS1 e 1 mg/Kg
NTS2 foram as doses mais efetivas.
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Figura 4.4: Efeito do tra?émentg com IQ\ITS1 (A) e NTS2 (B) nas unidades formadoras de
colénias de granulécitos-macréfagos (CFU-GM) do bago de camundongos Balb/c
portadores de TAE. Os animais foram tratados com diferentes doses (0,05; 0,1; 0,5; 1;5 e
10 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas apds a
inoculacdo do tumor (1 x 10® células/animal). Os grupos controle e TAE receberam
somente diluente da droga. Os animais foram sacrificados no 16° dia ap6s a inoculacao
do tumor. Bagos de camundongos foram coletados assepticamente e colocados em tubos
contendo meio RPMI 1640. As células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um
macerador, e as hemacias foram lisadas adicionando-se tampao de lise (NH4CI 0,85% -
Tris 15mM, pH 7,2) ao botéo celular previamente concentrado. Apds 3 lavagens com meio
RPMI o nimero de células na suspensado foi contada em camara hemocitométrica e
adicionadas em volume apropriado (1 x 10° células/ml) em meio mais &gar que consiste
de: 30% de meio DMEM 2X concentrado; 20% de soro bovino fetal e 50% de agar. O
ensaio de CFU, realizado em triplicata para cada animal, foi incubado por sete dias a 37°C
em presenga de 5% de CO, no ar e a seguir contamos o0 numero de colbnias em
microscépio de dissecgdo com aumento de 40X. Os valores representam a média + D.P.
de 6 animais por grupo. #P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao TAE.
ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.3. Atividade estimuladora de colénia (CSA)

Os efeitos de NTS1 e NTS2 na atividade estimuladora de colénias de células da
medula 6ssea de animais normais estdo ilustrados na Figura 4.5A e 4.5B
respectivamente. Podemos observar que o tratamento de animais normais tanto com
NTS1 como com NTS2 duplicou o niumero de CSA quando comparado aos animais
controle (P<0,001) nos trés periodos estudados. A presenga do tumor induziu um
aumento progressivo da CSA de 100, 138 e 128%, respectivamente no 2°, 9% e 16° dias
de evolugdo tumoral, quando comparado aos animais controle (P<0,001). O tratamento
destes animais com NTS1 produziu um aumento adicional na CSA, equivalente a em
média de 51% (P<0,001) nos trés periodos avaliados. J& com NTS2 o aumento médio foi

de 81% quando comparado aos animais apenas portadores de TAE (P<0,001).
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Figura 4.5: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na atividade estimuladora de col6nias
(unidades de CSF/mL) no soro de camundongos BALB/c portadores de TAE. O animais
foram tratados com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e 1mg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal
(i.p), uma vez por semana durante 3 semanas apos a inoculagdo do tumor (1 x 10°
células/animal). Os grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os
animais foram sacrificados 24 h ap6s cada tratamento (29, 9° e 162 ap6s o TAE). O
sangue dos animais foi coletado por pun¢do cardiaca, sendo separado em “pools”,
centrifugado para obtencdo do soro e armazenado a —20°C. A atividade dos fatores
estimuladores de colénias no soro dos animais foi determinada pela capacidade de induzir
o crescimento e diferenciacdo de precursores hematopoéticos de granulécitos e
macréfagos de células da medula éssea de animais normais. A atividade estimuladora de
colénias foi expressa em unidades por mL e determinada a partir de curva de titulagdo. De
acordo com Van Den Engh & Bol (1975), a menor concentragdo capaz de estimular o
crescimento de coldnias é considerada como 1 unidade de CSF. Os valores representam
a média + D.P. de ftriplicatas por grupo. #P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001
comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.4. Atividade citotoxica de células Natural Killer

A atividade citotoxica de células NK provenientes de suspensdo de células
esplénicas nao aderentes foi avaliada através do teste de citotoxicidade classico baseado
na liberagcdo de cromo. Como podemos observar na Figura 4.6A, em todos os periodos
avaliados a atividade citotoxica de células NK aumentou em média 34% no grupo tratado
com NTS1 quando comparado ao grupo controle (P<0,001). O grupo apenas portador de
TAE apresenta uma diminuicdo desta atividade em média de 52% (P<0,001) quando
comparada ao grupo controle. A atividade dessas células é revertida totalmente no grupo
de animais portadores de TAE tratados com NTS1, representado pelo aumento de 300%
(P<0,001) em relagao ao grupo portador do tumor. Por outro lado, o tratamento com NTS2
em animais portadores do tumor ndo apresentou agao significativa na atividade citotéxica
de células NK quando comparados aos animais apenas com TAE (4.6B). O grupo que
apenas recebeu NTS2 apresentou inibicdo desta atividade quando comparado aos

animais normais a partir do 9° dia de tratamento.
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Figura 4.6: Efeito do tratamento com NTS1 e NTS2 sobre a atividade litica de células NK
de camundongos Balb/c portadores de TAE. Os animais foram tratados com 0,1mg/Kg de
NTS1 (A) e Img/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante
3 semanas ap6s a inoculacdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os grupos controle e TAE
receberam somente diluente da droga. Os animais foram sacrificados 24 h apds cada
tratamento (2%, 9° e 16° apdés o TAE). Bagcos de cada camundongo foram coletados
assepticamente, colocados em tubos contendo meio RPMI 1640 e as células foram
liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, As células mononucleares
foram separadas em gradiente ficoll-hypaque (d=1,077), lavadas e ressuspendidas em 10
mL de meio RPMI-1640 completo suplementado com 10% de SBF. A suspensao de
células efetoras, juntamente com células alvo (YAC-1) previamente marcadas com °'Cr
foram distribuidos em triplicata, nos pogos de reacao e controles. Apos incubagéo de 4 h
0s sobrenadantes foram transferidos para tubos plasticos. A leitura foi realizada em
contador gama e os resultados expressos em porcentagem de lise especifica.Os valores
representam a média + D.P. de 6 animais por grupo. #P<0,001 comparado ao controle;
*P<0,001 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.5. Capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas

A Figura 4.7 demonstra que a resposta proliferativa de células mononucleares
esplénicas de camundongos portadores de TAE foi em média 30% maior que 0 grupo
controle (P<0,001) a partir do 9° dia apds a inoculagdo do tumor. Neste sentido, o
tratamento destes animais com NTS1 aumentou a taxa de proliferagdo celular (P<0,001)
no 22, 92 e 162 dias apds a inoculagdo do tumor, respectivamente, 1,6, 2,12 e 1,85 vezes
(4.7A, 4.7B e 4.7C) comparado ao grupo apenas portador de TAE. Por outro lado, o
tratamento com NTS2 em animais portadores do TAE ndo apresentou aumentos
significativos na capacidade proliferativa de células mononucleares esplénicas em
nenhum dos trés periodos analisados (4.7D, 4.7E e 4.7F). O tratamento tanto com NTS1
como com NTS2 ndo produziu nenhuma mudanga na resposta proliferativa em animais

normais.
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Figura 4.7: Efeito do tratamento com NTS1 e NTS2 sobre a resposta proliferativa de células esplénicas de camundongos BALB/c
portadores de TAE. Os animais foram tratados com 0,1mg/Kg de NTS1 (2¢ (A), 9° (B) e 16° (C) e 1 mg/Kg de NTS2 (2° (D), 92 (E) e
162 (F) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas apés a inoculacéo do tumor (1 x 10° células/animal). Os
grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga.. Os animais foram sacrificados 24 h ap6s cada tratamento (2%, 9° e
162 ap6s o TAE). Bagos de camundongos foram coletados assepticamente e colocados em tubos contendo meio RPMI 1640. As
células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as hemacias foram lisadas adicionando-se tampao de lise
(NH4CI 0,85% - Tris 15mM, pH 7,2) ao botao celular previamente concentrado. A suspensao celular de cada animal foi incubada em
triplicata na presenga de solugéo de Con A (5ug/mL). As placas foram mantidas 72 horas em estufa umida a 37°C e 5% de CO..
Dezoito horas antes do término dos cultivos, 1,0 uCi de Timidina tritiada (3H) foi adicionada. Completado o periodo de incubacgéo, a
Timidina 3H incorporada as células em proliferacdo foi determinada em cintilador. Os valores representam a média + D.P. de 6
animais por grupo. #P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.6. Determinacao de esplendcitos CD4*

Para determinagéo de células CD4+ os animais foram sacrificados no 16° dia ap6s
a inoculagao do tumor e as células do bago foram marcadas com anticorpo para CD4+ e
analisadas por citometria de fluxo. Como podemos observar na Figura 4.8 o tratamento
tanto com NTS1 como com NTS2 ndo produziu nenhuma mudanga na porcentagem de
células CD4+ em animais normais. Por outro lado, o grupo apenas portador TAE
apresentou um aumento de 2,27 vezes em relagdo ao grupo controle (P<0,001). O
tratamento com NTS1 produziu aumento além do encontrado no grupo apenas portador
do tumor, atingindo niveis 2,5 vezes maiores dos que os encontrados no grupo controle
(P<0,001). O tratamento com NTS2 em animais portadores do TAE nado apresentou
aumentos significativos na porcentagem de esplenécitos CD4+.
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Figura 4.8: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 sobre a frequéncia de esplendcitos em
baco de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram tratados com 0,1
mg/Kg de NTS1 (B) e 1mg/Kg de NTS2 (C) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por
semana durante 3 semanas apds a inoculacdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os
grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os animais foram
sacrificados no 16° dia ap6s a inoculacdao do tumor. Bagos de camundongos foram
coletados assepticamente e colocados em tubos contendo meio RPMI 1640. As células
foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as hemacias foram
lisadas adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH 7,2) ao botao
celular previamente concentrado. As células foram marcadas com anticorpo para CD4+ e
analisadas por citometria de fluxo. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais
por grupo. #P<0,05 comparado ao controle; *P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste
de Tukey.
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4.1.7.Producdo de IFN-gama, IL-2 e IL-10 por células mononucleares esplénicas
a. IFN-gama

Os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre a producédo de IFN-gama estao representados
na Figura 14. Podemos observar que em animais portadores de TAE houve uma
diminuigdo progressiva de 25 e 33% nos niveis de IFN-gama em relagdo ao controle
(P<0,001), respectivamente no 9° e 16° dias de desenvolvimento do tumor. O tratamento
destes animais com NTS1 (4.9A) impediu o efeito supressor induzido pelo tumor
mantendo os niveis de IFN-gama constantes e semelhantes aos encontrados em animais
controle, a partir do 92 dia ap6s a inoculacdo. Ja o tratamento com NTS2 (4.9B) nao foi
capaz de impedir a supressdao de IFN-gama causada pela progressao tumoral. O
tratamento de animais normais tanto com NTS1 como com NTS2 produziu uma
diminui¢cdo na producgéo desta citocina em relagdo aos animais controle (P<0,001).
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Figura 4.9: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na produgéo de IFN-gama (pg/mL) por
células do baco de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram tratados
com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e 1mg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p), uma vez
por semana durante 3 semanas ap6s a inoculacdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os
grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os animais foram
sacrificados 24 h apo6s cada tratamento (2°, 9° e 16° apdés o TAE). Bagos de cada
camundongo foram coletados assepticamente e colocados em tubos contendo meio RPMI
1640. As células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as
hemacias foram lisadas adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH
7,2) ao botdo celular previamente concentrado. A suspensdo celular foi incubada em
triplicata, na presenca de solugdo de Con A (5ug/mL). Apos 48 h, o sobrenadante foi
coletado individualmente de cada pogo e congelado a —20°C para posteriormente ser
submetido ao protocolo de quantificacao de IFN-gama. Os valores representam a média +
D.P. de 6 animais por grupo. #P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao
animal portador de TAE e sacrificado no 9° dia ap6s a inoculagdo do tumor; *P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 16¢ dia apds a inoculagcdo do
tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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b. IL-2

A Figura 4.10 mostra que em animais apenas portadores de TAE ocorre uma
diminuicdo de 49 e 58% nos niveis de IL-2, respectivamente no 9° e 16° dias da
progressao tumoral, quando comparado ao grupo controle (P<0,001). Quando analisamos
os animais portadores de TAE tratados com NTS1 (15A) observamos uma reversao total
dos niveis desta citocina, sinalizado com um dramatico aumento de 2,55, 3,88 e 4,81
vezes nos trés periodos avaliados quando comparado ao grupo apenas portador de TAE
(P<0,001) atingindo valores maiores dos encontrados no grupo controle. Em animais
normais o tratamento com NTS1 ndo provocou aumentos significativos na produgéo de IL-
2, quando comparado aos animais controle. Por outro lado, o tratamento com NTS2
(4.10B) em animais portadores do TAE produziu uma diminuicdo de em média 50% desta
citocina quando comparado aos animais apenas portador do tumor (P<0,001). Essa
diminuicdo também pode ser observada em animais normais e tratados com NTS2.
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Figura 4.10: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na produgéo de IL-2 (pg/mL) por
células do baco de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram tratados
com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e 1mg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p), uma vez
por semana durante 3 semanas ap6s a inoculagdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os
grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os animais foram
sacrificados 24 h apds cada tratamento (2°, 9° e 16° apds o TAE). Bagos de cada
camundongo foram coletados assepticamente e colocados em tubos contendo meio RPMI
1640. As células foram liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as
hemacias foram lisadas adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH
7,2) ao botdo celular previamente concentrado. A suspensdo celular foi incubada em
triplicata, na presenca de solugdo de Con A (5ug/mL). Ap6s 48 h, o sobrenadante foi
coletado individualmente de cada pogo e congelado a —20°C para posteriormente ser
submetido ao protocolo de quantificagcao de IL-2. Os valores representam a média + D.P.
de 6 animais por grupo. #P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao
animal portador de TAE e sacrificado no 2° dia ap6s a inoculagdo do tumor; *P<0,001
comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 92 dia apds a inoculagéo do tumor;
%P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no 16° dia apés a
inoculacao do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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IL-10

Os efeitos de NTS1 e NTS2 na producédo de IL-10 estdo representados na Figura
4.11. Verificamos que nos 2 primeiros dias do desenvolvimento tumoral, os niveis de IL-10
nos grupos controle, controle tratado, tumor e tumor tratado tanto com NTS1 (4.11A)
como com NTS2 (4.11B) mantiveram-se semelhantes. Por outro lado, nos animais apenas
portadores de TAE aumentos significativos de 42 e 36% nos niveis desta citocina foram
detectados no 9° e 16° dias de evolugdo tumoral, quando comparado ao controle
(P<0,001). O tratamento destes animais com ambos 0s compostos foi capaz de proteger
0S animais, uma vez que a producéo de IL-10 manteve-se aos niveis do controle.
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Figura 4.11: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na produgéo de IL-10 (pg/mL) por
células do baco de camundongos BALB/c portadores de TAE, tratados com 0,1mg/Kg de
NTS1 (A) e Img/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante
3 semanas ap6s a inoculagdo do tumor (1 x 10° células/animal). Os grupos controle e TAE
receberam somente diluente da droga. Os animais foram sacrificados 24 h apds cada
tratamento (2%, 92 e 16° apés o TAE). Bagos de cada camundongo foram coletados
assepticamente e colocados em tubos contendo meio RPMI 1640. As células foram
liberadas cuidadosamente com auxilio de um macerador, e as hemacias foram lisadas
adicionando-se tampao de lise (NH4Cl 0,85% - Tris 15mM, pH 7,2) ao botado celular
previamente concentrado. A suspensao celular foi incubada em triplicata, na presenca de
solugcéo de Con A (5ug/mL). Apds 48 h, o sobrenadante foi coletado individualmente de
cada pogo e congelado a —20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de
quantificagcdo de IL-10. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo.
#P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 9° dia apds a inoculagdo do tumor; 4P0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 16 dia ap6s a inoculacao do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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4.1.8.Avaliagao da frequéncia de macrofagos (Mac3) peritoneais

Para determinacdo de macréfagos peritoneais os animais foram sacrificados no
16° dia apos a inoculacao do tumor, as células foram coletadas em lavados peritoneais,
marcadas com anticorpo anti-Mac3 e analisadas por citometria de fluxo. Na Figura 4.12
observamos que os animais portadores do TAE apresentaram uma porcentagem de
macréfagos peritoneais 9 vezes maior quando comparado ao grupo controle (P<0,001). O
tratamento com NTS1 aumentou em 5,6 vezes a porcentagem de Mac3 em relagdo ao
controle (P<0,001), porém nao foi capaz de aumentar os niveis ja elevados do grupo
portador do TAE. Ja& nos animais portadores do tumor e tratados com NTS2 a
porcentagem de Mac3 foi 2,29 vezes maior do que a encontrada no grupo do TAE
(P<0,001). O tratamento tanto com NTS1 como com NTS2 foi capaz de aumentar a
porcentagem de Mac3 em animais normais (P<0,001).
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Figura 4.12: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na frequéncia de macréfagos Mac3 no
peritbneo de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram tratados com
0,1 mg/Kg de NTS1 (A) e Tmg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p), uma vez por
semana durante 3 semanas apés a inoculagdo do tumor (1 x 10® células/animal). Os
grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os animais foram
sacrificados no 16° dia apds a inoculacdo do tumor. As células de cada animal foram
assepticamente coletadas através de lavagem peritoneal com 10 mL de meio RPMI-1640
a 4°C. Em seguida foram marcadas com anticorpo para Mac3 e analisadas por citometria
de fluxo. Os valores representam a média = D.P. de 6 animais por grupo. #P<0,05
comparado ao controle; *P<0,05 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.9. Produgéao de TNF-alfa, IL-1 e IL-10 por macrdfagos peritoneais
a. TNF-alfa

Os efeitos do tratamento com NTS1 e NTS2 sobre produgcdo de TNF-alfa por
macroéfagos peritoneais de animais normais e portadores de TAE estao representados na
Figura 4.13. Nos animais portadores de TAE, observamos uma diminuigao significativa
nos niveis desta citocina no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais, a qual foi
representada no 9% e 16° dia de evolugdo tumoral, por valores 1,33 e 1,35 vezes menores
que o controle respectivamente (P<0,05). O tratamento destes animais com NTS2 (4.13B)
produziu um aumento dramatico na producdo de TNF-alfa em todos os periodos da
progressao tumoral avaliados e representado por valores em média 3 vezes maiores do
que os observados no grupo controle (P<0,001). Por outro lado, o tratamento com NTS1
(4.13A) nao reverteu de forma significativa a produgédo de TNF-alfa no sobrenadante de
cultura de macro6fagos peritoneais. Além disso, podemos observar que o tratamento tanto
de NTS1 como de NTS2 manteve os niveis desta citocina ao nivel do controle no grupo
dos animais normais (4.13A e 4.13B respectivamente).
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Figura 4.13: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na produgéo de TNF-alfa (pg/mL) por
macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram
tratados com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e 1Tmg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p),
uma vez por semana durante 3 semanas apés a inoculacdo do tumor (1 x 10°
células/animal). Os grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os
animais foram sacrificados 24 h apods cada tratamento (22, 92 e 162 ap6s o TAE). As
células de cada animal foram assepticamente coletadas através de lavagem peritoneal
com 10 mL de meio RPMI-1640 a 4°C. Em seguida foram incubadas em triplicata, na
presenca de LPS e apds 24h, o sobrenadante foi coletado individualmente de cada pogo e
congelado a —20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de quantificacdo de
TNF-alfa. Os valores representam a média £ D.P. de 6 animais por grupo. #P<0,05
comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no
2° dia ap6s a inoculacdo do tumor; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 92 dia ap6s a inoculagdo do tumor; ¥P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 16° dia ap6s a inoculagao do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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b. IL-1

A Figura 4.14 representa os efeitos do tratamento com NTS1 (4.14A) e NTS2
(4.14B) sobre producdo de IL-1 por macrofagos peritoneais de animais normais e
portadores de TAE. Em animais portadores de TAE, podemos observar uma diminui¢cao
brusca nos niveis de IL-1 no sobrenadante da cultura de macréfagos peritoneais, a qual
foi representada por valores 1,5 vezes menores do que os observados no grupo controle
nos trés periodos de desenvolvimento tumoral analisados (P<0,001). O tratamento destes
animais com NTS2 aumentou os niveis desta citocina, atingindo valores 2 vezes maiores
aos encontrados no grupo controle (P<0,001). Ja4 em animais normais o tratamento com
NTS1 e NTS2 néo alterou a producdo de IL-1 bem como o tratamento com NTS1 em

animais portadores do tumor.
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Figura 4.14: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na produgéo de IL-1 (pg/mL) por
macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram
tratados com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e Tmg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p),
uma vez por semana durante 3 semanas apés a inoculacdo do tumor (1 x 10°
células/animal). Os grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os
animais foram sacrificados 24 h apds cada tratamento (2°, 9% e 16° ap6s o TAE). As
células de animal foram assepticamente coletadas através de lavagem peritoneal com 10
mL de meio RPMI-1640 a 4°C. Em seguida foram incubadas em triplicata, na presenca de
LPS e ap6s 24h, o sobrenadante foi coletado individualmente de cada pogo e congelado a
—20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de quantificagéo de IL-1. #P<0,001
comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no
2° dia ap6s a inoculacdo do tumor; *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 92 dia ap6s a inoculagdo do tumor; ¥P<0,001 comparado ao animal
portador de TAE e sacrificado no 16° dia apo6s a inoculacao do tumor. ANOVA; Teste de
Tukey.
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c. IL-10

Os efeitos do tratamento com NTS1 e NTS2 sobre producdo de IL-10 por
macréfagos peritoneais de animais normais e portadores de TAE estéao representados na
Figura 4.15A e B respectivamente. O tratamento de animais normais tanto com NTS1
como com NTS2 n&o alterou a produgéo de IL-10. Por outro lado, aumentos significativos
na producdo de IL-10 foram observados no sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais de animais portadores de tumor. Houve um aumento progressivo na produgao
desta citocina, por macréfagos peritoneais, até o 9° dia apdés a inoculagdo do tumor,
atingindo niveis 2,3 vezes maiores do que os observados no grupo controle (P<0,001),
sendo que no 16° dia apds a inoculagado tumoral estes niveis foram reduzidos para 1,9
vezes maiores que o grupo controle (P<0,001). O tratamento destes animais tanto com
NTS1 como com NTS2 reduziu de forma parcial, mas significativa (P<0,05), os niveis
aumentados desta citocina observados no animal portador de TAE.

Resultados
88



1200+
# 3 CTRL
1000 # oy EBNTSI
—E' 800- +# T Bl TAE
£ # Hif 3 NTS1+TAE
S 600 *#
~ T
=
=l' 400-
200-
0- . . .
2° dia 9° dia 16° dia
B) -
# 3 CTRL
1000+ # B NTS2
T 800- +# s¢ EH TAE
B # - = I, [ NTS2+TAE
2 600 *#
=
=l' 400-
200-
0-

2°dia  9°dia 16°dia

Figura 4.15: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na producao de IL-10 (pg/mL) por
macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c portadores de TAE. Os animais foram
tratados com 0,1mg/Kg de NTS1 (A) e 1Tmg/Kg de NTS2 (B) por via intraperitoneal (i.p),
uma vez por semana durante 3 semanas ap6s a inoculacdo do tumor (1 x 10°
células/animal). Os grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os
animais foram sacrificados 24 h apods cada tratamento (22, 92 e 162 apos o TAE). As
celulas de cada animal foram assepticamente coletadas através de lavagem peritoneal
com 10 mL de meio RPMI-1640 a 4°C. As células foram incubadas em triplicata, na
presenca de LPS e apds 24h, o sobrenadante foi coletado individualmente de cada pogo e
congelado a —20°C para posteriormente ser submetido ao protocolo de quantificacdo de
IL-10. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo. #P<0,001
comparado ao controle; *P<0,05 comparado ao animal portador de TAE e sacrificado no
2° dia ap6s a inoculagao do tumor *P<0,001 comparado ao animal portador de TAE e
sacrificado no 92 dia apés a inoculagéo do tumor; P<0,05 comparado ao animal portador
de TAE e sacrificado no 16° dia apos a inoculacao do tumor. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.1.10. Produgao de NO. por macréfagos peritoneais

Os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre a producéao de NO, por macréfagos peritoneais
de camundongos saudaveis e portadores do TAEestao representados na Figura 4.16. Em
animais portadores do tumor observamos um aumento acentuado na producdo deste
radical (P<0,001) em relagdo ao controle, atingindo niveis em média de 300% nos trés
periodos avaliados. O tratamento de animais portadores de TAE com NTS2 (4.16B)
produziu ativagdo adicional (P<0,001) na atividade dos macréfagos, levando a produgéo
de nitrito para niveis superiores aos animais apenas portadores de TAE a partir do 9° dia,
sendo este aumento de 35 e 41% respectivamente no 9° e 16 ¢ apds a inoculagdo do
TAE. O tratamento de NTS2 também produziu aumentos significativos de NO, em
animais normais a partir do 92 dia (P<0,001). Por outro lado, no grupo portador do tumor e
tratado com NTS1 (4.16A) ndo observamos aumentos de NO, além dos valores ja
elevados do grupo apenas portador de TAE.
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Figura 4.16: Efeito do tratamento de NTS1 e NTS2 na producdo de NO2 (umol) por 1x10°> macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c portadores de TAE. Os animais foram tratados com 0,1 mg/Kg de NTS1 (22 (A), 92 (B) e 162 (C) e 1 mg/Kg de NTS2 (2° (D),
9° (E) e 16° (F)por via intraperitoneal (i.p), uma vez por semana durante 3 semanas ap6s a inoculagcdo do tumor (1 x 10°
células/animal). Os grupos controle e TAE receberam somente diluente da droga. Os animais foram sacrificados 24 h apés cada
tratamento (2°, 92 e 162 apds o TAE). As células foram assepticamente coletadas através de lavagem peritoneal com 10 mL de meio
RPMI-1640 a 4°C. Em seguida foram incubadas em triplicata, na presenca de LPS e apds 24h foi realizada uma reagéo colorimétrica
baseada na reacdo Griess. As amostras foram lidas em leitor de ELISA em comprimento de onda de 540nm contra um branco
constituido por reagentes de Griess. Os resultados foram expressos em pmols de NO, por 1x10° células, comparando-se a D.O.
com uma curva padrdo em concentracées conhecidas de NO,. Os valores representam a média + D.P. de 6 animais por grupo.
#P<0,001 comparado ao controle; *P<0,001 comparado ao TAE. ANOVA; Teste de Tukey.
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4.2. Atividade ex vivo dos compostos NTS1 e NTS2 em células CD34+ isoladas de
sangue de cordao umbilical
4.2.1. Determinagédo da proliferagao e viabilidade de células CD34+

Para determinar os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre a funcionabilidade de células
humanas progenitoras hematopoéticas CD34+, essas células foram isoladas a partir do
sangue de cordao umbilical e colocadas em cultura na presenca de G-CSF para induzir a
diferenciacdo de neutrdfilos. As células foram mantidas na auséncia e na presenga de
NTS1 e NTS2 (0,5, 1 e 5 uM) e a proliferagao (Figura 4.17A e 4.17C) e viabilidade (Figura
4.17B e 4.17D) foram analisadas. Enquanto a concentragdo de 0,5 uM tanto de NTS1
como de NTS2 aumentou significativamente a proliferagdo dos progenitores (46 e 25%
respectivamente) em relagdo ao controle (P<0,05), a adicdo de 5 uM de ambos resultou
em diminuicdo da proliferagcdo e aumento significativo na porcentagem de células
apoptéticas (P<0,05).
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Figura 4.17: Proliferacédo e viabilidade de células CD34+ tratadas com NTS1 e NTS2. As
células foram cultivadas na auséncia e na presenca de NTS1 (0,5 e 5 microM) (A e B) e
NTS2 (0,5 e 5 microM) (C e D) durante 17 dias na presenca de G-CSF para induzir a
diferenciagdo de neutréfilos. A proliferacdo foi determinada por contagem em
hemocitometro de células coradas com azul de trypan. Os resultados foram expressos
como multiplos do numero inicial de células na cultura. A viabilidade foi determinada por
apoptose utilizando citometria de fluxo através da marcagédo com Anexina-V/PIl no 7°, 10°
e 14° dia da cultura. Os dados foram expressos em porcentagem de células apoptoéticas.
Os valores representam a média + D.P. de 5 culturas. *P<0,05 comparado com o grupo
controle.

Resultados
93



4.2.2. Determinacao de células tronco hematopoéticas (CD34+)

Para avaliar os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre a proliferacdo de progenitores
CD34+ (Figura 4.18), as células foram cultivadas como descrito no item anterior e a
frequéncia de células CD34+ foi analisada por citometria de fluxo no 3% e 7° dia de cultura.
Como podemos observar na Figura 4.18A o tratamento ambos no 3° dia de cultura ndo
produziu aumento significativo na porcentagem de células CD34+. Por outro lado, no 7°
dia de cultura as duas concentracdes testadas de NTS1 (0,5 e 5 uM) produziram
aumentos de 36 e 18% respectivamente (P<0,05) na porcentagem de células CD34+. Ja
a atividade de NTS2 na porcentagem destas células ocorreu apenas na concentragao de
0,5 uM (P<0,05).
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Figura 4.18: Frequéncia de células tronco hematopoéticas (CD34+) apds o tratamento
com NTS1 e NTS2. As células foram cultivadas na auséncia e na presenca de NTS1 e
NTS2 (0,5 e 5 microM) durante 17 dias na presenga de G-CSF para induzir a
diferenciacdo de neutréfilos. A expressao de células CD34+ foi determinada em triplicata,
por citometria de fluxo utilizando o marcador CD34+-Pe no 3¢ (A) e 7° (B) dia de cultura.
Os dados foram expressos em porcentagem de células CD34+. Os valores representam a
média £ D.P. de 5 culturas. *P<0,05 comparado com o grupo controle
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4.2.3. Determinagdo da frequéncia de Progenitor Mieldide Comum (PMC) e Progenitor de
Granuldcito e Macrdfago (PGM)

Para determinar os efeitos de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 uM) nas populagdes de
progenitores mieldides a partir de células CD34+, analisamos as populagbes como
previamente descritas por Manz et al.’ no 32 e 7° da cultura. Baseado na expresséo dos
marcadores CD123 e CD45RA, progenitores mieldides podem ser divididos em progenitor
mieléide comum (PMC) CD123+/CD45RA-), progenitor para granuldcito/macréfago
(PGM) CD123+/CD45RA+) e progenitor para megariocito/eritrécito (PME) CD123-
/CD45RA-) (Figura 4.19). Como podemos observar na Figura 4.19A o tratamento com 0,5
uM tanto de NTS1 como de NTS2 produziu aumento na porcentagem de PMC de 20 e
24% respectivamente quando comparado ao controle (P<0,001). Resultados semelhantes
foram obtidos na andlise de PGM com aumento de 25% para o tratamento com 0,5 uM de
NTS1 e 22% com NTS2 em relacao ao controle (Figura 4.19B) (P<0,001). A concentracao
de 5 uM tanto de NTS1 como de NTS2 nao foi capaz de aumentar os niveis de PMC e
PGM.
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Figura 4.19: Frequéncia de Progenitor Mieléide Comum (PMC) e Progenitor de
Granulécito e Macréfago (PGM) em cultura de células CD34+ tratadas com NTS1 e NTS2.
As células foram cultivadas na auséncia e na presenga de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 microM)
durante 17 dias na presenga de G-CSF para induzir a diferenciagdo de neutréfilos. A
expressao em triplicata de PMC foi determinada no 3° (A) e a expressao de PGM no 7°
(B) dia da cultura utilizando citometria de fluxo. Primeiramente células CD34+/CD38+
foram caracterizadas e em seguida utilizando os marcadores CD123 e CD45 foram
determinadas as expressdoes de PMC (CD123+/CD45-) e PGM (CD123+/CD45+). Os
dados foram expressos em nimeros absolutos (x 10%). Os valores representam a média +

D.P. de 3 culturas. *P<0,001 comparado com o grupo controle.
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4.2.4.Capacidade formadora de colbnias para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) de
células CD34+

Para investigar os efeitos de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 uM) na atividade formadora de
coloénias de células CD34+, utilizamos um sistema de cultura semi-sélido. As células
CD34+ foram colocadas em cultura na presenga de citocinas incluindo G-CSF para
estimular a produgdo de colénias para granuldcitos/macrofagos. A adicdo de ambos
compostos resultou em aumento acentuado no numero de unidades formadoras de
colénia para granulécito/macréfago (CFU-GM) quando comparado ao controle nas duas
doses analisadas (Figura 4.20A) (P<0,001). Interessante observar que, ao contarmos de
forma diferenciada as unidades formadoras de colbnia para granulécito (CFU-G) e para
macréfagos (CFU-M) verificamos que NTS1 aumentou 1,32 vezes o numero de CFU-G
(Figura 4.20C) enquanto NTS2 aumentou 1,55 vezes numero de CFU-M (Figura 4.20D)
(P<0,001).
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Figura 4.20: Determinacdo da frequéncia de progenitores hematopoéticos para
granulécitos e macréfagos a partir de células CD34+. As células foram cultivadas em meio
semi solido na auséncia e na presenca de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 microM) durante 11 dias
em estufa a 37°C em presenca de 5% de CO, para induzir a formagdo de CFU-GM. Os
dados foram expressos em unidade de colénias formadas para granulécitos/macréfagos
(A), granulécitos (C) e macréfagos (D). (C) Fotomicrografia de colbnias para granulécitos
e macréfagos (CFU-GM) de células CD34+. As colbnias foram fixadas em metanol em
seguida marcadas com solucao de hematoxilina 50% e Giemsa. Os valores representam
a média + D.P. de 5 ensaios. *P<0,05 comparado com o grupo controle.
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4.2.5.Andlise do processo de diferenciacao de células CD34+

Para determinar os efeitos de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 uM) na diferenciacao de
neutrofilos, progenitores CD34+ foram colocados em cultura por 17 dias na presenca de
G-CSF. Neutréfilos maduros foram determinados baseados na analise de citospin e
marcacao de lactoferrina, uma proteina expressa a partir do estagio mielocitico de
desenvolvimento de neutréfilos. Neutrofilos maduros foram caracterizados por
apresentarem nudcleo segmentado. O tratamento com NTS1 e NTS2 resultou em
diminuicao significativa da porcentagem de neutréfilos maduros nas duas concentragdes
analisadas (Figura 4.21A). Além disso, o tratamento tanto com NTS1 como com NTS2
nao apresentaram atividade na quantificagdo de lactoferrina (Figura 4.21B). Entretanto
NTS1 nas duas concentragdes estudadas aumentou em média 1,8 a porcentagem de
metamielécitos (Figura 4.21C) (P<0,001). E NTS2 (0,5, e 5 uM) aumentou 1,5 vezes a
porcentagem de mondcitos (Figura 4.21D) (P<0,001).
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Figura 4.21: Avaliagédo da diferenciacao de neutréfilos e mondcitos em culturas de células
CD34+. As células foram cultivadas na auséncia e na presenga de NTS1 e NTS2 (0,5e 5
microM) durante 17 dias na presenca de G-CSF para induzir a diferenciacdo de
neutréfilos. No17? dia da cultura foi realizado o ensaio de citospin e as células foram
coradas com solugdo de May-Grunwald Giemsa para determinacdo morfolégica. A
expresséo de lactoferrina foi determinada por citometria de fluxo utilizando o marcador
Lactoferrina-Pe.Os dados foram expressos em porcentagem de neutréfilos maduros (A),
lactoferrina (B), metamieldcitos (C) e mondcitos (D). Os valores representam a média +
D.P. de 5 culturas. *P<0,001 comparado com o grupo controle.
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4.2.6.Atividade de NTS1 e NTS2 na via de sinalizacdo p38MAPK na expansao de
neutrdfilos a partir de progenitores CD34+

Para determinar os efeitos de NTS1 e NTS2 na via de sinalizagdo p38MAPK os
progenitores CD34+ foram colocados em cultura na presenca de G-CSF para induzir a
diferenciagdo de neutrdéfilos. As células foram cultivadas na auséncia e na presenga de
NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 uM). No 7° dia da cultura foi feito o lisado protéico e andlise de
Western Blot com anticorpos para p-p38, p38, pC/EBPa, C/EBPa e tubulina. Como
podemos observar na Figura 4.22 tanto o tratamento com NTS1 como com NTS2 teve
habilidade de inibir a fosforilagdo de p38 em células CD34+. Resultado semelhante
ocorreu com a atividade do fator transcricional CEBP-a na qual ambos compostos agiram
inibindo a fosforilacdo deste fator.
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Figura 4.22: Efeito de NTS1 e NTS2 sobre a via de sinalizacdo p38MAPK na expansao
de neutrdfilos a partir de progenitores CD34+. As células foram cultivadas na auséncia e
na presenca de NTS1 e NTS2 (0,5 e 5 microM) durante 17 dias na presenga de G-CSF
para induzir a diferenciacdo de neutréfilos. No 7° dia da cultura foi realizado o lisado
protéico e andlise de Western Blot com anticorpos para p-p38, p38, pC/EBPa, C/EBPa e
tubulina.
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O sistema hematopoético € constituido basicamente de trés populagdes de
células: as pluripotentes, as progenitoras, comprometidas com uma determinada
linhagem, e aquelas em maturagdo. As duas ultimas podem ser consideradas como
populacdao em transicdo, em constante multiplicacao e diferenciacao, e sao originarias das
células pluripotentes. Estas, por sua vez, sdo poucas em numero, compreendendo entre
0,01 e 0,05% da populacdo total da medula 6ssea, possuindo duas caracteristicas
distintas das demais células hematopoéticas. A primeira, € a sua capacidade de auto-
renovacao e a segunda, € seu potencial para sofrer diferenciacdo na presenca de fatores
de crescimento especificos (CSFs) e produzir nove diferentes tipos celulares: eritrcitos,
neutréfilos, eosindfilos, basofilos, plaquetas, mondécitos, macréfagos, linfocitos T e B.

Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que, em animais portadores
do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) ocorre uma reducao na capacidade mieloprolifirativa da
medula éssea, mais especificamente uma diminuigdo no crescimento e diferenciacao de
precursores hematopoéticos de granulécitos e macréfagos com conseqliente
hematopoese extramedular e elevagdo nos niveis séricos de fatores estimuladores de
colénias (Souza-Queiroz et al., 2008; Teixeira et al., 2006; Eberlin et al., 2005; QUEIROZ
et al., 2003; 2001; Melo et al., 2001). Outros estudos (Wing et al., 1985; Wing et al., 1984)
sugerem que o tumor produz fatores inibidores, presentes no liquido ascitico, capazes de
afetar a proliferacdo e diferenciacdo de células pluripotentes da medula éssea.
Provavelmente estes fatores sdo produzidos diretamente por células tumorais ou resultam

da interagéo entre hospedeiro e o tumor transplantado.

Tendo em vista que a presenca de fatores estimuladores de colénias bem como a
produgcdo, maturagdo e mobilizagdo eficiente dos procursores hematopoéticos derivados
da medula déssea, principalmente do compartimento granulocitico/macrofagico, séo
fundamentais para reversao da profunda mielossupressao causada pelo TAE avaliamos o
tratamento de NTS1 e NTS2 no crescimento e diferenciacdo desses precursores
hematopoéticos (granulécitos e macrofagos) através da técnica de cultura clonal em meio
semi-solido a qual constitui uma ferramenta util para o estudo dos mecanismos envolvidos

no combate ao tumor (Metcalf, 2001).

Ao estudarmos os efeitos de NTS1 e NTS2 sobre os precursores hematopoéticos,
observamos que administracdo dos compostos em animais normais, ndo portadores do

tumor, ndo provocou aumento no numero de CFU-GM da medula Ossea. Nossos
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resultados demonstram ainda, uma importante atividade antitumoral dose-dependente dos
compostos. O tratamento tanto com NTS1 como com NTS2 restaurou a mielosupresséo
ao elevar o numero de progenitores hematopoéticos para granulécitos e macréfagos
(CFU-GM) na medula 6ssea, além de diminuir a hematopoese extramedular causada pelo
tumor. Além disso, essas doses proporcionaram um aumento de 60 e 50%
respectivamente na taxa de sobrevida dos animais portadores de TAE, o que sugere uma
habilidade dos compostos em manter em equilibrio estimulos positivos e negativos no
controle da mielopoese.

A esplenomegalia e o aumento do numero de CFU-GM no bago, associados a
acentuada diminuicdo no numero de CFU-GM da medula 6ssea de camundongos
portadores de TAE, contribuem para a morte do animal. O aumento de CFU-GM no baco
tem sido atribuido a migracao de células progenitoras da medula éssea para esse 6rgao
que, no entanto também é considerado um sitio de ativacdo da hematopoese. Desta
forma, é possivel que os elevados niveis de CFU-GM no bago ndo sejam unicamente
devido a migracado de células da medula 6ssea, mas também pelo aumento na formagao
de progenitores pelas células tronco residentes neste 6rgao. Varios fatores humorais séo
reportados como responsaveis pela inducao tumoral destes desequilibrios hematolégicos.
Dentre estes fatores podemos destacar os fatores estimuladores de col6nias (CSFs), que
agem sinergicamente com citocinas como IL-6 e IL-3, direta ou indiretamente no
microambiente hematopoético, estimulando o crescimento e a diferenciagdo de
progenitores hematopoéticos (Degowin et al. 1981; Yamazaki et al. 1973). Neste sentido,
Queiroz et al (2004), demonstraram um aumento na atividade estimuladora de colénia do
soro de animais portadores de TAE. Estes achados corroboram a literatura que relaciona
a hematopoese extramedular ao continuo aumento nos fatores estimuladores de coldnias
(Staszewski 1997) e também confirmam nossos resultados que demonstram um aumento
da atividade estimuladora de col6nias de 100, 138 e 128%, respectivamente no 2°, 9° e

162 dias de evolugao tumoral, quando comparado aos animais controle.

Nossos resultados mostram ainda que o tratamento de animais portadores de TAE
tanto com NTS1 como com NTS2 elevou em média 51 e 81% respectivamente a CSA em
relagcdo aos animais apenas portadores de TAE, nos trés periodos avaliados. Desta
forma, podemos inferir que o efeito dos compostos nas células progenitoras das linhagens

granulociticas e macrofagicas em camundongos portadores do tumor ocorre
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possivelmente por indugdo da producgdo de citocinas/fatores estimuladores de colbnias,
e/ou aumento da responsividade de células progenitoras ao CSF.

Além de afetar diretamente o compartimento granulocitico/macroféagico, diminuindo
0 numero desses progenitores na medula e aumentando de forma progressiva em sitios
periféricos como baco, a expansdao do TAE esta relacionada com outros fatores
imunosupressores como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), TGF-8 e
prostaglandinas (Pahar e Lala, 1988; Betz e Fox, 1991; Hilkens et al., 1995). O aumento
de prostaglandinas E, (PGE,), caracteristico da evolugao do TAE, esta associado a um
fraco influxo de células inflamatérias na cavidade peritoneal e a uma inibigcdo da liberagao
das citocinas IL-2 e IFN-y pelos linfécitos T (Fecchio et al, 1990). Durante o
desenvolvimento do TAE ocorre alteragdes do fenoétipo Th1 para o Th2 através da inibicao
da liberagédo de IL-2, IL-1, IFN-y e TNF-a (Yamamoto et al. 2005, Grynberg et al.1999)

com conseqliente aumento nos niveis de IL-10.

Os niveis de IL-2, IFN-y, IL-10 produzidos por células mononucleares esplénicas
de animais portadores de TAE observados em nosso trabalho se assemelham aos
resultados descritos na literatura, e indicam uma substituicao do fenétipo Th1 pelo Th2, no
processo de evolugédo tumoral (Yamamoto et al., 1995; Segura et al., 1997). Detectamos
reducdes significativas nos niveis de produgdo de IFN-y e IL-2 nos estdgios mais
avancados do TAE (9° e 16° dias). Em contrapartida verificamos um aumento progressivo
nos niveis de secrec¢do da IL-10, citocina fen6tipo Th2, a qual apresenta fungao inibidora
sobre a sintese das citocinas com perfil Th1 e, através de sua a¢ao supressora, promove

o crescimento tumoral.

O tratamento com NTS1 reverteu totalmente a redugdo dos niveis de IL-2 em
animais portadores de TAE, que atingiram valores maiores do que os encontrados no
grupo controle. Esta citocina foi inicialmente identificada como um fator de crescimento de
células T, as quais estdo diretamente envolvidas no desenvolvimento e na atividade
citotéxica das células NK. Receptores de IL-2 se distribuem ndo somente em células NK,
mas também em mondécitos e células progenitoras mieldides (Misawa et al., 2000). Além
disso, IL-2 in vivo leva a produgao de citocinas secundarias, incluindo IL-1, TNF-a, IL-6,
GM-CSF, M-CSF e IFN-y, sendo utilizada no tratamento do cancer por aumentar a
atividade celular e citotéxica das células efetoras. Em relagcdo aos niveis de IFN-y, o

tratamento com NTS1 foi capaz de modular positivamente, produzindo a restauracao dos
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niveis desta citocina durante o crescimento do tumor. Em contrapartida, o tratamento com
NTS2 nao interferiu na produgéo destas citocinas. Quanto ao aumento na produgéo de IL-
10 por células mononucleares esplénicas, o tratamento com os dois compostos foi capaz
de reduzir os niveis desta citocina no animal portador do tumor, favorecendo a

polarizagao para a resposta imune tipo Th1.

Outro aspecto examinado no trabalho diz respeito a frequéncia e capacidade
proliferativa de células mononucleares esplénicas, pois a modificacdo na produgao e/ou
ativacdo dessas células é outro aspecto importante que ocorre durante o crescimento
peritoneal das células do TAE. Neste sentido, observamos que em animais portadores do
tumor a quantidade de células mononucleares esplénicas estava significativamente
aumentada quando comparada ao grupo controle. E este aumento foi ainda mais
expressivo em animais portadores do tumor tratados com NTS1,em que atingiram valores
quase duas vezes maiores do que os encontrados nos animais apenas portadores de
TAE. Resultados semelhantes ocorreram quando quantificamos, por citometria de fluxo,
linfécitos T CD4+. O tratamento de NTS1 em animais inoculados com o tumor produziu
aumentos significativos no nimero destas células no 16° dia apds a inoculacdo do TAE,
atingindo valores superiores aos ja produzidos pelo tumor. Entretanto, nao foi observado
efeito do tratamento de NTS2 em células mononucleares esplénicas e em esplendécitos
CD4+.

Fecchio et al (1990), demonstraram que no inicio do desenvolvimento do TAE o
namero de leucécitos polimorfonucleares (PMN) é muito menor que o observado na
cavidade abdominal de animais normais. No entanto, aproximadamente no décimo dia de
desenvolvimento tumoral o numero de células sofre um aumento significativo (Santos et al
2004). E possivel que o desequilibrio no balango Th1/Th2 causado pelo desenvolvimento
do TAE ocorra devido tanto a interagbes celulares como pela produgdo de fatores
soluveis. Neste sentido, poderiamos atribuir estas mudangas do padrao Th1/Th2 ao
desequilibrio na populagdo de células mononucleares esplénicas uma vez que essas
células se encontram aumentadas no TAE, porém com deficiéncia em sua funcionalidade
sendo, desta forma, percebida pela produgédo acentuada de IL-10 e diminuigéo de IFN-y e
IL-2. Contudo, o tratamento com NTS1 aumentou as células mononucleares esplénicas

com consequente normalizagéo da funcao através da reversao do fenétipo Th2 para Th1.
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As células do sistema imunoldgico desempenham muitas de suas fungdes gracas
a producgéao de citocinas. A citocina IL-2 estimula a proliferacdo de células NK e células T
(Misawa et al. 2000), enquanto IFN-y, uma citocina chave secretada por células NK e Th1
ativadas, estd relacionada com o reconhecimento e destruicdo de células alvo por
regulagdo positiva de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade classe | e
também por acao antitumoral direta (Wodnar-Filipowicz et al. 2006). Dados da literatura
sugerem que a diminuicdo na atividade de células NK se deve em parte a regulacédo
negativa da produgao de IL-2 (Lala et al. 1985; Parhar & Lala 1985; Parhar & Lala 1988).

As células NK sao potentes efetores do sistema imune inato e principalmente pela
sua capacidade de produzir IFN-y possuem um papel primordial na rejeicdo dos tumores
(Tsavaris et al. 2002). Nossos resultados demonstram que em animais portadores de TAE
a atividade citotéxica de células NK diminui em média 52%. O tratamento com NTS1 em
animais portadores do tumor produziu um aumento significativo na fungéo citotoxica das
células NK, atingindo valores superiores aos encontrados em animais controle. Neste
sentido, Miller et al. (2001) descreveram que em pacientes portadores de cancer a
presenca de um infiltrado tumoral rico em células NK proporciona uma maior inibicao na
progressdo da doenca. Ademais, segundo os autores, o aumento de células NK
correlaciona-se com uma diminuicdo de metastases e com uma menor invasao linfatica.
Entretanto, atividade citotoxica de células NK nao foi afetada em animais portadores do
TAE e tratados com NTS2.

Além de afetar células NK e linfécitos T, o desenvolvimento do TAE
freqUentemente redireciona a atividade citotoxica de macrofagos em prol do proprio
desenvolvimento tumoral (Fecchio et al. 1990; Subiza et al. 1989). A partir disso
decidimos purificar macréfagos peritoneais para avaliar os efeitos de NTS1 e NTS2
diretamente neste tipo celular.

Macréfagos s@o considerados como a primeira linha de defesa da resposta
imunolégica contra invasores, sendo um dos tipos celulares de maior eficacia do sistema
de defesa imune antitumoral do hospedeiro (Chattopadhyay et al. 2002) e um dos mais
importantes componentes da imunidade natural envolvidos tanto na inibigdo do
crescimento do tumor quanto na destruicdo de suas células (Palermo-Neto et al. 2003).
Estudos que visam encontrar alternativas para as terapias antitumorais classicas,

sugerem a agao antitumoral de compostos através da ativacdo direta de receptores
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especificos dos macréfagos (Schepetkin & Quinn 2006). A ativacdo destes receptores
desencadeia a cascata intracelular de sinalizagéo, resultando em ativacao da transcrigao
e producao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IFN-y
(Schepetkin & Quinn 2006; Mondal et al. 2002).

Estudos mostram que a ativacao pelo TNF-a e IFN-y pode induzir mudancas de
células progenitoras mielociticas secretoras de TGF-B para células monociticas nao
supressoras que secretam TNF- a (Young et al. 1997). Tais observagbes se tornam
relevantes uma vez que o tratamento com NTS2 elevou de forma significativa o nimero
de macrofagos Mac3 no peritbneo de animais portadores do TAE. Enquanto que NTS1

nao elevou significativamente o numero desses macréfagos .

Além disso, presenga do tumor diminui de forma significativa os niveis de TNF-a e
IL-1 enquanto paralelamente aumenta os niveis de IL-10 no sobrenadante da cultura de
macroéfagos peritoneais. O tratamento com NTS1 nado foi capaz de estabilizar os niveis
TNF-a e IL-1 liberadas pelos macréfagos. Em contrapartida, animais portadores do TAE e
tratados com NTS2 tiveram a producado tanto de TNF-a quanto IL-1 significativamente
aumentada elevando os niveis destas citocinas além dos observados nos animais
controle. Em relagdo a IL-10, ambos compostos reverteram de forma significativa o
aumento desta citocina causada pela progressao do TAE. A IL-10, por ser uma citocina de
padrao Th2, inibe a proliferagdo e ativagcdo macrofdgica. Tem sido sugerido que esta
citocina pode agir no mecanismo de feedback negativo para prevenir efeitos deletérios da
ativacdo excessiva de macrofagos durante a inflamacgédo (Takata et al. 2005). Porém,
quando é liberada durante o desenvolvimento tumoral sua atividade € exclusivamente em
beneficio do tumor, uma vez que age inibindo a producao de citocinas pré-inflamatérias
como TNF-q, IL-8, IL-6, IL-1b, IL-12 (Glauser et al. 1991; Fiorentino et al. 1991; De Waal
Malefyt et al. 1991; Rahim et al et al. 2005; Butcher et al. 2005). A libera¢do de TNF-a por
macréfagos na cavidade peritoneal desempenha papel fundamental na defesa do
hospedeiro, estimulando autocrinamente a ativacdo de mondcitos e macréfagos com
atividade citotoxica contra tumores, induzindo a expressdo de outros mediadores
imunoreguladores e inflamatérios, como citocinas de padrao Th1 (Baugh & Bucala 2001)
e liberacao de NO e ROls (Fearon & Richard 1996).

A citotoxicidade dos macréfagos também é resultado da liberacdo macica de éxido
nitrico (NO) (Stuehr & Nathan 1989; Farias-Eisner et al. 1994) e intermediérios de
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nitrogénio (como por exemplo NO, e NOj). Macrofagos infiltrados no tecido tumoral
produzem NO, que por virtude de suas propriedades difusionais é capaz de induzir
apoptose em células tumorais levando a diminuigéo da viabilidade do tumor (Laurent et al.
1996). A presenca do TAE foi capaz de estimular a producdo de NO, provocando um
aumento nos niveis deste radical em média 3 vezes quando comparado com 0s animais
controle. O tratamento com NTS2 produziu estimulo adicional na produgédo de NO, no
animal portador do tumor, nos trés periodos avaliados. A liberagcdo de NO,por
macréfagos peritoneais de animais apenas portadores de TAE ocorre pela simples
presenca do tumor na cavidade peritoneal. Porém o estimulo extra produzido por NTS2
aumenta de forma efetiva a atividade citotéxica dos macrofagos. Este padréo de efeito
nao foi observado no tratamento com NTS1.

Como podemos observar com os resultados apresentados até entdo, tanto NTS1
como NTS2 apresentaram atividades antitumorais de fundamental importancia. NTS1
induziu pronunciada atividade citotoxica de células NK, aumento de esplendcitos CD4+ e
da proliferacdo e atividade de células mononucleares esplénicas, além de polarizar a
resposta imunoldgica para o padrao Th1. O tratamento com NTS2 também induziu a
reversdao do padrdao Th1 para Th2 causado pelo TAE, porém através da ativagcéao
macrofagica, elevando a producao TNF-alfa e IL-1 por macréfagos peritoneais, além de
aumentar o numero de macréfagos Mac3 no peritbneo de animais inoculados com TAE.
Os dois compostos apresentam diferencas estruturais discretas. Enquanto NTS1
apresenta o grupamento nitro na posicao orto, NTS2 o apresenta na posicdo meta.
Contudo, trabalhos descrevendo a atividade de outros derivados do nitroestireno (Kaap et
al, 2003, Fathi et al. 2000) mostram que pequenas modificagdes no anel aromatico
desses compostos sdo suficientes para provocar alteragbes bioldgicas significativas.
Deste modo as diferengas em nosso trabalho apoés o tratamento de NTS1 e NTS2 no
modelo do TAE podem estar relacionadas de alguma forma com o posicionamento do
grupamento nitro na molécula. No entanto, ambos compostos foram capazes de reverter
as alteracdes hematopoéticas causadas pelo TAE, como a profunda mielosupressao
causada pelo tumor, ao elevar 0 numero de progenitores para granuldcitos e macréfagos
na medula 6ssea com consequente diminuicdo da hematopoese extra medular. Além de
aumentar a atividade estimuladora de col6nias no soro de animais normais e inoculados

com TAE. Diante disso, decidimos analisar a atividade de NTS1 e NTS2 durante a
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proliferagédo e diferenciagdo de células tronco hematopoéticas humanas (CD34+) focando

no desenvolvimento de granulécitos e macrofagos.

Durante toda vida de um organismo, as células tronco hematopoéticas sao
requeridas, tanto em processos de auto-renovacdo como nos relacionados a
diferenciagdo nas diversas linhagens sanguineas. Portanto o controle apropriado desses
processos € de fundamental importdncia para a manutengdo da homeostasia
hematopoética. Neste sentido, a indugéao farmacologica que leva a modulagao do sistema
hematopoético € uma ferramenta Gtil que visa, principalmente, aumentar ou restabelecer

0s mecanismos de defesa préprios do hospedeiro.

Para determinarmos se NTS1 e NTS2 apresentavam atividade de regulagédo da
mielopoese, um sistema de diferenciacao ex vivo foi utilizado. Células humanas CD34+
isoladas de sangue de cordao umbilical foram cultivadas na presenga de G-CSF para
induzir a diferenciacao mielocitica. As células foram cultivadas na auséncia e na presenca
de NTS1 e NTS2 e diferengas na expansao foram determinadas por contagem em azul-
tripan bem como por analise de citometria de fluxo.

Observamos que NTS1 e NTS2 apresentam atividade dose- dependente na
proliferacao de progenitores CD34+. As células tratadas com a concentracao de 0,5 uM
de ambos compostos apresentaram aumento significativo na proliferacdo de precursores
hematopoéticos enquanto a concentracdo de 5 uM apresentou inibicdo desta atividade
com conseqlente aumento no numero de células apoptéticas. Através de analise de
citometria de fluxo quantificamos as células CD34+ no terceiro e sétimo dia de cultura. O
tratamento com os dois compostos na concentragdo de 0,5 uM foi capaz de aumentar o
namero de células CD34+ no sétimo dia de cultura. NTS1 foi capaz de aumentar essas
células também com a concentracao de 5 uM. Este efeito é claramente observado apenas
no sétimo dia de cultura indicando que o0s compostos possuem maior atividade na
expansdo de progenitores CD34+ do que em reter o fendtipo indiferenciado destas

células.

Para analisarmos se os compostos apresentam atividade na populagdo de
progenitores mieldides, quantificamos por citometria de fluxo progenitores mieldides
comum (PMC) e progenitores para granulécitos e macréfagos (PGM). A concentragao de

0,5 uM tanto de NTS1 como de NTS2 foi capaz de aumentar o numero de PMC no
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terceiro dia de cultura. No sétimo dia de cultura ambos compostos aumentaram o nimero
de PGM mostrando ativacdo na diferenciacdo de PMC através de PGM. Estes resultados
foram confirmados através da capacidade formadora de colénias de NTS1 e NTS2. Tanto
NTS1 como NTS2 nas duas concentracées testadas aumentaram significativamente a
formacgao de colbnias para granuldcitos e macréfagos (CFU-GM) mostrando a capacidade
dos compostos em ativar a diferenciacdo mielocitica através do compartimento

granulocitico/macroféagico, ilustrado pelo aumento tanto de PMC como de PGM.

O desenvolvimento de células tronco hematopoéticas em progenitores
hematopoéticos faz com que essas células percam gradualmente sua caracteristica de
auto-renovagdo e seu potencial de diversas linhagens. Por sua vez, a perda desse
potencial faz com que as células se comprometam com linhagens celulares, adquirindo
desta forma caracteristicas especificas. Essas caracteristicas sdo altamente reguladas
por programas geneticos que geram sinais especializados durante o processo de
diferenciagdo (Lai et al, 2008). Durante o desenvolvimento mielocitico, o precursor
miel6ide comum pode se diferenciar em progenitor para granulécito e macréfago (CFU-
GM) o qual da origem tanto para neutrofilos como mondcitos. A maturagéo neutrofilica a
partir do estagio de CFU-GM requer a estimulagdo com o fator G-CSF, enquanto a
matura¢cado monocitica requer entre outros a estimulagcdo com M-CSF (Geest et al, 2009).

Efeitos distintos foram observados quando células CD34+ foram testadas com
NTS1 e NTS2. Enquanto NTS1 aumentou de forma significativa o numero de coldnias
para granuldcitos, NTS2 aumentou significativamente as colénias macrofagicas,
sugerindo diferentes atividades dos compostos nos progenitores CD34+.

O processo hematopoético envolve uma série complexa de eventos os quais sao
precisamente regulados pela conexao entre citocinas e 0 micro ambiente medular. A IL-3
e o G-CSF sao citocinas chaves na regulagdo da hematopoese. Estudos tém
demonstrado que enquanto a IL-3 estimula a proliferacdo de progenitores mieldides, inibe
a diferenciagdo granulocitica induzida por G-CSF, sugerindo que as agbes dessas
citocinas sdo especificas durante os diversos estagios da diferenciacdo. Esses eventos
requerem a expressao coordenada de muitos genes que direta ou indiretamente
direcionam o processo de diferenciagdo, o comprometimento com linhagens especificas e
a migracado e maturagdo das células sanguineas. Fatores transcricionais distintos estéo

envolvidos na regulacdo da expressao de diversos genes mieldides, incluindo aqueles
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que codificam receptores para os fatores estimuladores de colénias, GM-CSF, G-CSF e
M-CSF e proteinas como lactoferrina e gelatinase (Tenen et al, 1997).

Jude et at (2008) relacionam a interrupcdao de reguladores transcricionais por
translocagdo cromoss6mica com a etiologia das desordens hematopoéticas. O processo
de diferenciacdo e o comprometimento com linhagens especificas de células
multipotentes envolve ativacdo e silenciamento seletivos de um conjunto de genes os
quais sdo controlados por fatores transcricionais (Kondo et al, 1977, Metcalf, 1998). A
producdo de células mieldides parece ser orquestrada por um numero relativamante
pequeno de fatores transcricionais, entre eles estdo PU.1, C/EBPa, C/EBP e C/EBPs. A
ativagdo dos fatores transcricionais especificos nos diferentes estagios de
desenvolvimento de células sanguineas sao essenciais para a formac¢ao de uma linhagem
especifica de células (Laslo et al, 2006, Iwasaki et al, 2006, Iwasaki et al, 2003,Dahl et al,
2003). Por exemplo, GATA-1 é altamente expresso em progenitores para
megacariocitos/eritrocitos (PME) que dao origem aos megariécitos as células vermelhas
do sangue, enquanto que C/EBPa, um fator trancricional essencial no desenvolvimento de
granulécitos, esta presente em progenitores de granuldcitos/macrofagos (PMG). Além
disso, estudos em camundongos mostram que a populacdo de progenitores mieldides
comum (PMCs) apresentam duas subpopulagdes distintas. Uma das subpopulacdes
expressa altos niveis de PU.1, um mediador transcricional essencial para o
desenvolvimento mieldide (Nutt et al, 2005, Back et al, 2005). Interessantemente, CMPs
que expressam PU.1 mostram claro potencial mieldide, enquanto PMCs deficientes em
PU.1 exibem potencial eritrdide, sugerindo que a expressao de PU.1 determina a decisao
do desenvolvimento dos PMCs. Além disso, estudos realizados por Friedman (2007)
mostram que a interacdo entre estes fatores transcricionais podem converter as células
de uma linhagem hematopoética para outra. A interagdo entre CEBP-a e GATA-1
direciona progenitor linfocito comum (PLC) para a produgdo de PGMs. A expressao de
PU.1 esta relacionada com a producédo de neutréfilos porém a interacdo entre PU.1 e
CEBP-a direciona mais para a producdo de monécitos do que de neutréfilos (Dahl et al.
2003).

NTS1 e NTS2 inibiram de forma significativa o0 nimero de neutréfilos maduros,
porém o composto NTS1 aumentou o numero de células no estagio metamielocitico e
NTS2 o numero de mondcitos, comprovando tanto a capacidade clonogénica de NTSH1

para unidades formadoras de colénia para granulécitos (CFU-G) como de NTS2 para
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unidades formadoras de macrofagos (CFU-M). Além disso, observamos que NTS1 e
NTS2 nao influenciaram a diferenciacao final em neutréfilos, tendo em vista a auséncia de

células lactoferrina positivas nas culturas.

Enquanto os fatores transcricionais vém sendo demonstrados como de
fundamental importancia para direcionar o processo de diferenciagdo hematopoética, as
vias de sinalizagdo responsaveis por regular a atividade desses fatores sdo menos
compreendida. Geest et al. (2009) demonstraram que a via p38MAPK apresenta papel
essencial na regulagdo da diferenciacdo de progenitores hematopoéticos durante a
mielopoése. Os autores mostram ainda que a inibi¢cdo da atividade da p38MAPK aumenta
a diferenciacdo de neutrdfilos, enquanto a sua super ativagdo bloqueia a maturagao
neutrofilica. Além disso, foi demonstrado que a atividade de p38MAPK é dependente da
regulacdo do fator transcricional CEBP-a através da fosforilagdo desse fator no
aminod&cido serina 21. Concluindo entdo que o desenvolvimento mielocitico depende da
inibicao na fosforilagdo de p38MAPK com consequente inibi¢do da fosforilagdo de CEBP-

a.

Diante disso, decidimos avaliar a atividade de NTS1 e NTS2 sobre a via de
sinalizacdo p38MAPK e sobre o fator transcricional CEBP-a. Os efeitos fenotipicos na
proliferacéo e na diferenciagdo observados apés o tratamento com NTS1 e NTS2 podem
estar relacionados com a via p38MAPK e o fator transcricional CEBP-a j& que os
compostos nas duas concentracdes testadas (0,5 e 5 uM) foram capazes de inibir a
fosforilacdo de p38 e do fator CEBP-a em células CD34+ no 7° dia de cultura.

Além de ser ativada por citocinas que promovem proliferacdo e diferenciacéo de
progenitores hematopoéticos, a via de sinalizacdo p38MPK é também ativada por
estimulos celulares que exercem efeitos regulatérios negativos na hematopoese. A
p38MAPK ¢é ativada por citocinas mielossupressivas e o tratamento de progenitores
hematopoéticos humanos com IFN-a e B TGF- 8 resulta em inibigdo dose dependente de
colénias mielociticas em ensaio de metilcelulose para formacao de col6nias. Além disso, a
ativacao constitutiva da via MAPK é relacionada com uma variedade de desordens
mielociticas, incluindo leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide crénica e
mielodisplasia (Platanias, 2003; Johnson, 2007). Segundo Shahjahan (2008), a via
p38MAPK se encontra constitutivamente ativada na medula éssea de pacientes com
sindrome mielodisplasica e a inibicado da atividade de p38MAPK, aumenta apoptose de
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blastos alterados e estimula a formagédo de colénias de progenitores sugerindo que a
super ativacdo dessa via esta relacionada com defeitos no processo de diferenciacéo.
Geest et al (2009) demonstraram que a inibicdo de p38MAPK em pacientes com
neutropenia congénita severa, ndo responsivos ao estimulo com G-CSF, restabelece
totalmente a diferenciagdo de neutrdfilos. Estes autores mostram ainda que a super
ativacao da p38MAPK pode, por exemplo através da fosforilagdo de CEBP-a em serina
21, estar envolvido no desenvolvimento especifico de desordens da medula éssea.

O fator transcricional CEBP-a tem sido chamado por muitos autores de “fator
mieldide” por estar amplamente expresso em progenitores para granulécitos/macréfagos
(PGMs). Resultados mostram que a expressao ectopica de CEBP-a é suficiente para
restaurar o desenvolvimento neutrofilico de progenitores mielodispléasicos, suportando a
hipétese de que a interrupgcédo da granulopoese em pacientes com mielodisplasia é, pelo
menos em parte, devido a alteracdo na expressdo ou funcionabilidade de CEBP-a.
Interessantemente, o efeito de CEBP-a foi mais pronunciado durante o desenvolvimento
de neutréfilos do que no crescimento de CFU-GM, mostrando seu efeito chave durante a
diferenciagdo granulocitica (Geest et al, 2009). Esses resultados confirmam resultados
anteriores que mostram que a expressdao de CEBP-a é detectada em precursores
mieldides e regula o comprometimento de granuldcitos, indicando que esse fator pode
exercer seu maiores efeitos em fases tardias da granulopoése (Akashi et al, 2000,
Radomska et al, 1998).

G-CSF é uma citocina essencial para a proliferagdo de progenitores mieldides e
sua diferenciagdo em neutréfilos maduros. Estudos demonstraram que CEBP-a apresenta
atividade na regulacao da expressao de receptores para G-CSF (Zhang et al, 1998, Smith
et al, 1996). Além disso, células CD34+ de pacientes mielodisplasicos, tanto de baixo com
de alto risco, apresentaram diminuicdo na expressao do receptor para G-CSF (Sultana et
al, 2003). Esses pacientes com baixa expressido do receptor tiveram uma alta propenséo
para o desenvolvimento de neutropenia e uma baixa ou ausente resposta a administragcéo
de G-CSF. Esse fato pode estar relacionado com a regularizagao de CEBP-a, uma vez
que esse fator pode aumentar a expressao de receptores para G-CSF, resultando no

desenvolvimento de neutréfilos.

Nossos resultados mostram que os compostos NTS1 e NTS2 apresentam
importantes atividades durante o processo hematopoético. Ambos apresentaram
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capacidade de expansao de células CD34+ com aumento significativo na porcentagem
dessas células no sétimo dia de cultura. Além disso, tanto NTS1 como NTS2
apresentaram capacidade de direcionar a expansdao de células CD34+ para o
compartimento granulocitico/macrofagico, uma vez que aumentaram o numero de
progenitor mieldide comum com consequlente aumento de progenitor para granuldcitos e
macroéfagos. Porém durante o processo de diferenciacao de células CD34+ os compostos
apresentaram atividades distintas. Em ensaio de unidade formadora de colénia, NTS1
apresentou pronunciada atividade na formacdo de CFU-G enquanto NTS2 direcionou
para o aumento de CFU-M. Essas atividades foram confirmadas pela morfologia de
células maduras, onde NTS1 aumentou a porcentagem de metamiel6citos (estagio
anterior de neutréfilos maduros) enquanto NTS2 aumentou a porcentagem de mondcitos
maduros. Novamente NTS1 e NTS2 apresentaram diferengas nas atividades bioldgicas
que podem estar relacionadas com as diferencas estruturais presentes nos dois
compostos.

Relacionando a atividade de NTS1 e NTS2 no processo de expansdao e
diferenciagdo de células CD34+ com a inibicdo da via de sinalizagdo p38MAPK
observamos que ambos compostos direcionam o processo hematopoético para a
formacao de granuldcitos e macréfagos ao mesmo tempo em que inibem a p38MAPK, o
que favorece o desenvolvimento mielocitico. O mecanismo molecular na producédo de
neutréfilos envolve a inibicdo da via p38MAPK e a forma defosforilada do fator
transcricional CEBP-a. Apesar de ambos compostos inibirem a fosforilagdo de p38MAPK
e de CEBP-a em células CD34+, NTS1 e NTS2 direcionam o processo de diferenciacao
de forma distinta dentro do compartimento granulocitico/macrofagico. O desenvolvimento
da linhagem granulocitica pelo composto NTS1 é sustentado pela inibicdo de p38MAPK e
CEBP-a. Porém, autores (Cai et al, 2008) mostram que além de regular o fator de CEBP-
a a via p38MAPK também apresenta atividade sob outros fatores como o PU.1 que em
associacao com CEBP-a favorece a producdo de mondcitos. Além disso, essa interacao
ativa o receptor para M-CSF e promotores de IL-1 no favorecimento de mondcitos em
detrimento de granulécitos. A partir disso, podemos inferir que NTS2 pode apresentar
atividade em outro fator transcricional em conjunto com a via p38MAPK e o fator CEBP-a
no desenvolvimento mielocitico. Apesar dos mecanismos de acado pelos quais NTS1 e
NTS2 exercem suas atividades imunohematopoéticas néo estarem completamente

esclarecidos, nossos resultados sugerem a possibilidade de utilizagdo desses compostos
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em terapias mais especificas para o tratamento de desordens hematoldgicas e da medula

Ossea.
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6. CONCLUSOES
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A partir dos experimentos realizados podemos concluir neste trabalho que a utilizagéao de:

R/
0'0

R/
0'0

R/
0'0

NTS1 e NTS2 prolongam a sobrevida de animais portadores do TAE;

NTS1 e NTS2 revertem a mielosupressado e a estimulacdo extra-medular
(esplénica) induzida pelo desenvolvimento tumoral;

NTS1 e NTS2 aumentam a atividade estimuladora de colénias no soro;
NTS1 aumenta a atividade de células NK;

NTS1 aumenta a proliferacdo de células mononucleares esplénicas e o
namero de linfécitos T CD4+;

NTS1 aumenta a produgéo de citocinas com padréo Th1 (IFN-gama e IL-2),
paralelamente tanto NTS1 como NTS2 diminuiram a producdo de IL-10
(padrao Th2) por células esplénicas;

NTS2 aumenta a producdo de macrofagos peritoneais (Mac3);

NTS2 aumenta a producdo de TNF-alfa, IL-1 por macréfagos peritoneais
além de aumentar a atividade antitumoral de macréfagos pelo estimulo da
produgéo nitrito;

NTS1 e NTS2 produzem efeito concentragdo dependente na proliferagéo e
viabilidade de células CD34+;

NTS1 e NTS2 aumentam células tronco hematopoéticas (CD34+) no
sétimo dia de cultura;

NTS1 e NTS2 aumentam PMC e PGM no terceiro e sétimo dia de cultura,
respectivamente;

NTS1 estimula a formacédo de CFU-G enquanto NTS2 estimula a formacao
de CFU-M;

NTS1 e NTS2 diminuem a porcentagem de neutréfilos maduros, entretanto
NTS1 aumenta a porcentagem de metamieldcitos e NTS2 a porcentagem
de mondcitos;

NTS1 e NTS2 podem regular a mielopoiese através da inibicdo da via de
sinalizacao de p38MAPK e do fator transcricional C/EBP-alfa.
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CERTIFICADQ

Cerificamos que o Prelecolo n® 1754-1, scbre “Avaliacio da atividade anti-
Ly de  com derivados de  MNi reno em  camund
portadores de tumor acistice de Ehrlich™, sob a respansabilidade de Profa,

Dra. Mary Luci de Souza Queiroz [ Andrana Karla Calgarotto. &5t de acordo
com os Principics Eticos na Experimentagado Animal adotados pelo Colégio

Brasileire de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado peia

ComissBo de Elica na Experimentagac Animal — CEEA/Unicamgp em 08 de
fewvpreiro de 2009

CERTIFICATE

We certify that the pratocal n® 1754-1, entitled “Evaluation of antifumor activity
of Nitrostirene derivates compounds in Ehrlich ascites tumor bearing mice"
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by 1he
Brazilian Cofege for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the mstitutional Committes for Ethics in Animal Research {State University of

Campinas - Linicamp) on February 8. 2008

Campinas, 09 de feversiro de 2008,
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