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RESUMO

FERREIRA, Janaina dos Santos. Estudo da acdo modulatéria da crotoxina em
animais selecionados fenotipicamente para resposta inflamatéria aguda
submetidos a carcinogénese cutanea por 7,12 dimetilbenzantraceno. 2023. 87p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias - Toxinologia). Instituto Butantan, S&o Paulo,
2023.

O sistema imunologico da pele é formado por células da imunidade inata e adaptativa
gue atuam na defesa contra agentes externos, porém, podem ser afetadas quando
expostas a carcinégenos como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA), e
sofrer com seus efeitos citotoxicos. Um exemplo de HPA é o 7,12
dimetilbenzantraceno (DMBA), que tem efeitos toxicos ao interagir com a pele. Nossa
analise tomou como foco os impactos do DMBA, isolado ou associado ao TPA, na
pele de camundongos fenotipicamente selecionados para resposta inflamatéria aguda
maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin), frente ao surgimento de lesGes papilomatosas.
Sobretudo, estudamos a influéncia da Crotoxina (CTX) ou do veneno crotélico bruto
na evolucdo dessas lesdes. Em um primeiro experimento, animais de ambas as
linhagens receberam os seguintes tratamentos: acetona (controle), DMBA 5x e CTX,
avaliados por 80 dias. Em um protocolo subsequente, associamos DMBA e TPA, com
0S seguintes grupos: acetona (controle), DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX EPI 2x e
DMBA/TPA/Veneno avaliados por 7, 20, 80 e 120 dias. Um ultimo protocolo de dois
estagios foi realizado com aplicagbes de CTX EPI 1x por semana e administragéo por
via subcutanea igualmente por vez, e os animais foram avaliados por periodos de 20,
40 e 80 dias. Nossas descobertas revelaram que no primeiro protocolo, os AIRmin
foram mais sensiveis ao DMBA, especialmente ao considerar a multiplicidade e
incidéncia de lesbes. Ja no segundo protocolo (DMBA/TPA), os AIRmax exibiram alta
incidéncia de lesbes que se assemelhavam a carcinomas, principalmente nos grupos
que foram expostos a CTX ou veneno. Na Ultima abordagem, também com o protocolo
de dois estagios, identificamos que a aplicacdo de CTX EPI 1x por semana, inibiu a
progressdo das lesbes nas duas linhagens, algo que nao foi evidenciado com a
administracdo subcutanea de CTX. No entanto, dados histopatolégicos sugerem que
a via subcutanea para administracdo de CTX é importante na inibicdo da evolugéo
maligna. Adicionalmente, ao avaliar as populacdes celulares, distinguimos duas
subpopulagdes de linfécitos Tyd que podem desempenhar uma fungéo importante na
progressdo tumoral. Isso destaca a importancia da CTX como agente
imunomodulador em estudos sobre a sensibilidade a carcindgenos do tipo HPA.

Palavras-chave: Inflamacédo. Camundongos. Crotoxina. Células do sistema imune.



ABSTRACT

FERREIRA, Janaina dos Santos. Study of the modulatory action of crotoxin in
animals phenotypically selected for acute inflammatory response submitted to
cutaneous carcinogenesis by 7,12 dimethylbenzanthracene. 2023. 87p. Master’s
dissertation (Master's degree in Sciences - Toxinology) — Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2023.

The skin's immune system is made up of innate and adaptive immunity cells that act
in defense against external agents, however, they can be affected when exposed to
carcinogens such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), and suffer from their
cytotoxic effects. An example of a PAH is 7,12 dimethylbenzanthracene (DMBA),
which has toxic effects when interacting with the skin. Our analysis focused on the
impacts of DMBA, alone or associated with TPA, on the skin of mice phenotypically
selected for maximum (AIRmax) or minimum (AIRmin) acute inflammatory response,
in the face of the appearance of papillomatous lesions. Above all, we studied the
influence of Crotoxin (CTX) or crude crotalic venom on the evolution of these lesions.
In a first experiment, animals from both lines received the following treatments:
acetone (control), DMBA 5x and CTX, evaluated for 80 days. In a subsequent protocol,
we associated DMBA and TPA, with the following groups: acetone (control),
DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX EPI 2x and DMBA/TPA/Poison evaluated for 7, 20, 80
and 120 days. A final two-stage protocol was carried out with CTX EPI applications 1x
per week and subcutaneous administration equally at a time, and the animals were
evaluated for periods of 20, 40 and 80 days. Our findings revealed that in the first
protocol, AIRmin were more sensitive to DMBA, especially when considering the
multiplicity and incidence of injuries. In the second protocol (DMBA/TPA), AIRmax
exhibited a high incidence of lesions that resembled carcinomas, especially in the
groups that were exposed to CTX or poison. In the last approach, also with the two-
stage protocol, we identified that the application of CTX EPI 1x per week inhibited the
progression of lesions in both lineages, something that was not evidenced with the
subcutaneous administration of CTX. However, histopathological data suggest that the
subcutaneous route of CTX administration is important in inhibiting malignant
evolution. Additionally, by evaluating cell populations, we distinguished two
subpopulations of Tyd lymphocytes that may play an important role in tumor
progression. This highlights the importance of CTX as an immunomodulatory agent in
studies on sensitivity to HPA-type carcinogens.

Keywords: Inflammation. Mice. Crotoxin. Immune system cells.
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Figura 21 - Esquema resumido da atividade da CTX em todos os protocolos utilizados.
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1 INTRODUCAO

O sistema imunologico (SI) possui uma rede de células e moléculas que
trabalham em prol da protecdo do organismo contra agentes patogénicos e
substancias nocivas. Atua na defesa de potenciais ameacas utilizando uma série de
mecanismos complexos destinados a identificar, neutralizar e eliminar aquilo que ele
reconhece como sendo ndo-proprio ou danoso (Chaplin, 2010).

Estes mecanismos de defesa imunoldgica podem ser categorizados, em uma
visdo simplificada, em duas principais vertentes: a resposta imune inata e a resposta
imune adaptativa (Abbas; Lichtman, 2011). A resposta imune inata é a defesa primaria
do corpo, é geral e imediata, atuando como a primeira linha de resisténcia contra
invasores (Delves; Roitt, 2000). Células especificas reconhecem padrées de
patégenos e agem rapidamente para conté-los. Ja a resposta imune adaptativa é mais
especializada e se desenvolve ao longo do tempo, baseando-se em experiéncias
anteriores do sistema imune com patdgenos especificos. As células da resposta
adaptativa sdo capazes de “lembrar’ de agentes patogénicos especificos e montar
uma resposta mais rapida e eficiente em encontros subsequentes (Chaplin, 2010).

A resposta imunolégica possui capacidade de ser iniciada por meio estimulos,
podendo ser eles enddgenos ou exdgenos, levando a uma série de reacdes
coordenadas pelo Sl (Abbas; Lichtman, 2015). Em alguns casos, substancias que nao
sdo necessariamente infecciosas podem ser percebidas como estranhas pelo
organismo, desencadeando uma resposta imune. O organismo tem uma habilidade
de distinguir entre o proprio e 0 n&o-proprio por meio de mecanismos de
reconhecimento que detectam componentes que possam desequilibrar a homeostase
do corpo (Brodin; Davis, 2016).

Neste contexto, a resposta imunolégica pode ser compreendida, em termos
mais amplos, como uma reagdo a macromoléculas presentes tanto em agentes
patogénicos quanto em substancias quimicas, sejam elas toxicas ou nao para o

organismo (Abbas; Lichtman, 2011).
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1.1 Processo Inflamatério

Na vigéncia de uma resposta imunologica, a inflamac¢do emerge como uma das
principais reacdes do Sl frente a lesé@o tecidual provocada por objetos estranhos ou
agentes patogénicos (Muller, 2006). Esta reagcdo manifesta-se por meio de diversos
sintomas caracteristicos, como dor, aumento da temperatura local (calor), vermelhidao
(rubor), inchaco (edema), e em alguns casos, pode levar a perda da funcéo do tecido
ou Orgao afetado (Nair et al., 2021).

A inflamacdo €& desencadeada, fundamentalmente, pelos mecanismos
associados ao sistema imune inato. Este sistema destaca-se pela presenca de células
como, neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos Ty®, entre outros.
Posteriormente, o Sl inicia sua atividade de resposta especifica que atua a longo prazo
reparando também os tecidos que foram prejudicados durante o processo (Muller,
2006).

Durante o processo de reparacdo tecidual, as células fagocitarias
desempenham um papel crucial, especialmente em resposta a liberacdo de
determinadas citocinas. Uma dessas citocinas, a interleucina-1a (IL-1a), €
fundamental na regulacdo e proliferacdo de queratindcitos, além de estimular
contribuir para ativacdo de producdo celular na medula 6ssea. Outra citocina de
destaque é o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), uma proteina proé-inflamatoria
produzida predominantemente por linfécitos, mondcitos e macréfagos maduros. Ela
tem papel fundamental na modulacdo da resposta imunoldgica, especialmente ao
ativar células que irdo desempenhar fun¢gbes na inflamacdo (Muller, 2006).
Adicionalmente, o TNF-a é capaz de estimular o Sl a recrutar mais células de defesa
para o local da lesdo. Esta acdo potencializa a liberacdo de quimiocinas com
propriedades quimiotaticas intensificando a resposta inflamatéria e, assim,
favorecendo a resolugéo da situacéo infecciosa (Vitale; Ribeiro, 2007). Por fim, o Fator
de Crescimento e Transformacao- (TGF-B) € uma proteina que possui o potencial de
induzir a apoptose celular e o reparo tecidual nas células epiteliais, além disso, tem
acao supressora em tumores reprimindo o crescimento e a progressao de células
alteradas (Kimura et al., 2007).

Desregulagbes nos processos imunolégicos podem conduzir ao
desenvolvimento de neoplasias (Coussens; Werb, 2002), interferindo na capacidade

do Sl de se defender de agentes patogénicos e comprometendo a liberacdo adequada
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de citocinas e quimiocinas. Essas substancias sao vitais para o recrutamento, ativacao
e diferenciacéo correta das células (Vitale; Ribeiro, 2007).

No contexto da inflamacéo aguda, as células pertencentes a resposta imune
inata geralmente desempenham um papel satisfatorio para restaurar a homeostasia
no local afetado. No entanto, em certas circunstancias, essa resposta pode se
desequilibrar, evoluindo para uma inflamacdo de carater cronico. Esta inflamacgéo
cronica pode, eventualmente, favorecer o surgimento de processos tumorais, Visto
que o ambiente inflamatorio continuo desafia a manutencdo do equilibrio e da
regulacéo adequada da proliferacdo celular (Galdiero; Marone; Mantovani, 2018).

A inflamacdo de carater cronico pode ser desencadeada por uma série de
fatores, incluindo infeccbes de origem viral, bacteriana ou parasitaria. Além dessas
causas biologicas, agentes externos, como determinadas substancias quimicas,
também podem ser responsaveis por iniciar esse processo (Galdiero; Marone;
Mantovani, 2018; Bonavita et al., 2015). A inflamacéo ndo apenas desempenha um
papel em condi¢des imediatas de resposta a danos ou infec¢gbes, mas também tem
uma relevancia significativa no contexto da tumorigénese. Isso porque certas
respostas inflamatdrias podem atuar como elementos catalisadores, favorecendo a
progressdo tumoral e contribuindo para o surgimento e evolucdo do cancer
(Grivennikov; Greten; Karin, 2010). A instauragao de uma inflamacao cronica propicia
um ambiente no qual mutacBes e crescimento celular podem acontecer,
frequentemente estabelecendo condi¢cBes favoraveis para a progressao do cancer. A
inflamacéo cronica estd associada a uma série de condi¢cbes patoldgicas, tais como
diabetes, artrite, doencas pulmonares, disturbios autoimunes, doenca de Alzheimer e,

notavelmente, cancer (Singh, et al., 2019).

1.2 Carcinogénese de Pele

Um fator importante para a associacdo da inflamacéo e tumorigénese deve-se
pela presenca de leucocitos e mediadores inflamatorios como citocinas e enzimas
presentes no microambiente tumoral. A maior parte das células que constituem este
microambiente sdo derivadas da linhagem mieloide totalizando 50% de sua
composicdo. Todavia, nem todos os tumores sdo desencadeados devido a uma
inflamacé&o cronica, mas, é possivel observar que em todos eles hd um microambiente

de infiltrado inflamatorio. Nesse caso, a inflamacéo esta relacionada a ativacao de
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oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor que juntos promovem uma
proliferagao celular estimulando a transcricdo de genes codificantes de citocinas e
guimiocinas que irdo desencadear uma resposta inflamatéria completa (Bonavita et
al., 2015).

Uma inflamagé&o cronica nao resolvida aumenta em torno de 20% as chances
de desenvolvimento de canceres. No ano de 2018, estimou-se em uma pesquisa
realizada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) que ocorreram no mundo 18
milhdes de novos casos de canceres com 9,6 milhdes 6bitos. E, em 2020, a World
Health Organization (WHO) mostrou mais de 1 milhdo de novos casos de cancer de
pele ndo melanoma em homens e mulheres.

Segundo o Centro de Cancer A.C. Camargo (2022), o cancer de pele nao
melanoma possui a maior incidéncia no mundo, mas apresenta a menor taxa de
mortalidade quando tem o devido tratamento. Os canceres de pele ndo melanoma
englobam: o carcinoma basocelularou de células basais tém origem nas células
basais da epiderme e representa 75% dos casos de cancer de pele. E mais comum
em pessoas de meia-idade e idosos e, geralmente, aparece em areas muito expostas
ao sol ao longo da vida. O carcinoma espinocelular ou de células escamosas que tem
origem na camada mais externa da epiderme responde por 20% do total de casos.

A carcinogénese cutdnea é uma neoplasia agressiva que possui grande
capacidade de formacdo de metastase (Lewis et al.,, 2015) sendo estimulada
principalmente pelo contato com raios ultravioleta (UVR). Entretanto, o carcinoma de
pele ndo melanoma também pode ser induzido pelos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) (Clausen; Grabbe, 2015). Essas substancias quimicas estao
frequentemente em contato com as células efetoras do epitélio, pois estdo presentes
em abundancia no ambiente e podem propiciar o desenvolvimento de neoplasias
(Lewis et al., 2015).

1.3 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) representam uma categoria
de xenobibticos oriundos da combustdo incompleta de materiais organicos. Fontes
comuns destes compostos incluem emissdes de motores a diesel ou gasolina, queima

de carvao e a fumaca originada pelo tabagismo, por exemplo (Bostrom et al., 2002).
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Quando em contato com a pele, os HPA podem ser absorvidos pelo epitélio e,
devido & sua natureza toxica, potencialmente desencadear processos de
tumorigénese (Clausen; Grabbe, 2015).

Devido a relevancia dos HPA para a saude humana, em estudos experimentais,
frequentemente se utiliza um composto modelo chamado 7,12 dimetilbenzantraceno
(DMBA). Este € um protétipo sintético de HPA que mimetiza as propriedades
citotoxicas dos HPA e sua capacidade de induzir a formacdo de tumores,
assemelhando-se aos HPA presentes no ambiente (Modi et al., 2012).

Assim, neste estudo, optamos pelo uso do DMBA como agente carcinogénico,
uma vez que seus efeitos sdo semelhantes aos do composto natural e sua

metabolizacdo se da da mesma maneira, através do Receptor de Aril Hidrocarboneto.

1.4 Receptor Aril Hidrocarboneto (AHR)

O receptor de aril hidrocarboneto (AHR) é uma proteina, codificada pelo gene
Ahr, presente no meio intracelular, mais especificamente no citosol das células, e
desempenha papéis fundamentais em diversos processos biolégicos. Pertencendo a
familia de receptores do tipo basic hélice-loop-hélice (bHLH), o AHR exibe um peso
molecular que varia entre 95 a 104kDa (De Souza et al., 2009). Este receptor atua
como um fator de transcricdo que, ao ser ativado, regula a expressao de genes
associados as enzimas do citocromo P450, além de influenciar a diferenciacéo celular
de fagdcitos, a proliferacao celular e desempenhar um papel importante na producao
de citocinas e quimiocinas (De Souza et al., 2009).

No cenario em que um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA), tal como o
protétipo sintético DMBA entra na célula, ele se liga ao receptor AHR presente no
citosol. Posteriormente, este complexo receptor-ligante é transportado para o nucleo
celular, onde ocorre interagdo com o Receptor Nuclear Translocator (ARNT). A
consequente formagédo deste complexo inicia uma ampla cascata de sinalizagdes.
Mais especificamente, essa combinacdo interage com sequéncias especificas de
DNA, conhecidas como elementos responsivos a xenobidticos, resultando na
expresséo de enzimas do citocromo P450 1A (como CYP1Al, CYP1A2 e CYP1B2).
Estas enzimas s&o fundamentais na metabolizacdo do DMBA, convertendo-o em um

elemento toxico para o organismo (Lindhe; Granber; Brandt, 2002; Gao et al., 2005).
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Varias células da pele, incluindo células de Langerhans, dendriticas classicas
e linfocitos Ty®, integram as diversas populagbes celulares que podem ter suas
funcdes imunoregulatorias comprometidas na presenca do DMBA. Intrigantemente, a
falta destas células parece oferecer uma resisténcia ampliada aos impactos

provocados por esse composto (Modi et al., 2012).

1.5 Veneno da serpente Crotalus durissus terrificus e a crotoxina

A Crotalus durissus terrificus (Cdt) comumente referida no Brasil como
cascavel, pertence a familia Viperidae, que abriga as viboras, e é reconhecida pela
sua natureza peconhenta (Pinho; Pereira, 2001). Essa serpente tem sua distribuicéo
na América do Sul e seu veneno foi inicialmente descrito com propriedades
hemoliticas e neurotoxicas (Rosenfeld, 1971). Entretanto, pesquisas subsequentes
revelaram uma composi¢do mais complexa. Estudos demonstraram que o veneno
desta serpente possui capacidade neurotoxica, miotoxica e coagulante,
potencialmente levando a vitima a letalidade (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018;
Azevendo-Marques et al., 2009).

A acdo neurotoxica € desencadeada pela crotoxina (CTX), um componente
que inibe a liberacdo de acetilcolina, resultando em um bloqueio neuromuscular que
culmina em paralisia motora. Paralelamente, os efeitos miotdéxicos derivam de danos
as fibras musculares esqueléticas, conhecido também como efeito de rabdomidlise.
(Ministério da Saude, 2001).

Através de uma abordagem com estudos de proteomas aplicados ao veneno
da Cdt, foi possivel identificar varios de seus componentes predominantes.
Notavelmente, a CTX, revelou-se como sendo a proteina mais abundante neste
veneno. Além da CTX, o veneno também apresentou outros componentes como
enzimas da familia das fosfolipase Az (PLA2), proteases e crotamina. A composi¢ao
do veneno era passivel de variacdo de acordo com a regido geografica em que a
serpente estava localizada. Neste contexto, o veneno poderia também conter
componentes como as lectinas tipo C-, L-amino acido, entre outros (Baudou et al.,
2021; Melani et al., 2015; Tasima et al., 2020).

Os pesquisadores Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) conseguiram,
pioneiramente, isolar a CTX a partir do veneno bruto de Cdt. Alguns anos mais tarde,

em 1956, sua estrutura foi determinada e retratada por Fraenkel-Conrat e Singer.
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Assim, ficou estabelecido que a CTX é uma $-neurotoxina heterodimérica composta
pela jungdo ndo-covalente de duas subunidades distintas: uma béasica e uma acida.
Estas subunidades foram identificadas como fosfolipase A2 (PLA2 ou fracdo CB) e
crotapotina (fracdo CA), respectivamente (Gopalakrishnakone et al., 1984; Stocker,
1990; Vital-Brazil, 1972).

Na CTX, a subunidade bésica, onde esta localizada a PLAz, exibe atividade
fosfolipasica. Quando associada a subunidade acida — crotapotina —, se unem para
manifestar um potencial ampliado de neurotoxicidade e miotoxicidade em conjunto
(Choumet et al., 1996). Sob essa perspectiva, postula-se que a subunidade acida
pode funcionar como uma molécula de transporte (carreadora), aprimorando a
atividade toxica da PLA2 (Choumet et al., 1996; Bon et al., 1989;).

A CTX é frequentemente objeto de pesquisa devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias e imunossupressoras (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018). Portanto, ela
tem potencial de atuar como um coadjuvante do Sl em resposta a processos

inflamatorios, como aqueles provocados por agentes quimicos, por exemplo.

1.5.1 Acéo anti-inflamatéria e imunomodulatéria da crotoxina

Devido a predominédncia de CTX presente no veneno bruto de Cdt,
pesquisadores tém investigado sua relagdo com os impactos biolégicos induzidos por
este veneno. Em vitimas de envenenamento por essa espécie, foi identificada uma
resposta inflamatéria mais atenuada no local da picada, com auséncia de edema ou
rubor significativo (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018). Adicionalmente, os individuos
afetados relataram uma dor de menor intensidade e sensacdo de formigamento
(parestesia) no local da picada, o que sugere potencialmente um efeito analgésico
associado (Rosenfeld, 1971). Pesquisas subsequentes revelaram que o veneno da
Cdt tem o potencial de modular respostas inflamatérias (Sampaio et al., 2010),
exercendo ndo somente efeitos neurotdxico j& conhecidos, mas também
apresentando propriedades anti-inflamatoérias (Sampaio et al., 2003; Nunes et al.,
2010), imunomodulatorios (Faure et al., 1996; Cardoso et al., 2001; Favoretto et al.,
2011), analgésicos (Sant’anna et al., 2019) e antitumorais (Cura et al., 2002).

Os elementos contidos no veneno de Cdt demonstraram gerar uma resposta
imunoldgica mais contida, resultando em niveis baixos de anticorpos em comparagao

ao veneno de outras espécies de serpentes (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018). Essa
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observacéo levantou a hipotese de que a predominancia da CTX no veneno poderia
estar ligada a essa reduzida producéao de anticorpos. Durante a atuacéo da CTX no
organismo, ha uma liberacao potencial de citocinas e corticosteréides, bem como uma
modulacdo no fluxo de células leucocitarias. Reforcando esse entendimento, uma
pesquisa realizada por Cardoso e Mota (1997) evidenciou que camundongos injetados
com a CTX, momentos antes do agente promotor de inflamagao, apresentaram uma
diminuicao significativa de anticorpos IgG.

As propriedades imunomodulatorias que, junto aos seus outros efeitos
presentes na CTX, apresentam uma acao de regressao tumoral, quando administrada
em pequenas concentracbes, provavelmente devido a uma diminuicdo de
angiogénese_(Cura et al., 2002; Pimenta et al. 2019). Essa observacao levanta a
possibilidade de componentes imunossupressores no veneno que induzem tais efeitos
(Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018). Os estudos de Cardoso et al. (2001) identificaram
varias modificacdes celulares apés a administracdo subcutanea em camundongos
gue incluiam alteracdes no perfil leucocitario e elevacao neutrofilica. Adicionalmente,
pesquisas in vivo revelaram que em células esplénicas de camundongos tratados com
CTX houve uma inibigcdo da producgao de IL-4 e IL-10, citocinas conhecidas por suas
propriedades anti-inflamatérias e pré-inflamatérias, respectivamente.

Em experimentos de colite, a CTX mostrou exercer um papel modulador,
transformando o ambiente pré-inflamatério para um estado anti-inflamatério. Além
disso, foi capaz de suprimir tanto a resposta imunoldgica inata quanto a adaptativa
(Almeida et al., 2015). Estudos em células pulmonares cancerigenas mostraram
efeitos inibitorios de expanséo celular da CTX, notando-se um aumento de células nas
fases GO e G1 do ciclo celular. Isso sugere um possivel efeito antitumoral associado
a apoptose e a interrupcao do ciclo celular (Ye et al., 2011).

Sampaio e colaboradores (2006), mostraram que tanto o veneno em sua
totalidade quanto a CTX isoladamente conseguem suprimir a fosforilagdo de tirosina-
guinase e a expressao das proteinas Rho GTPases, majoritariamente moduladas pela
via da lipoxigenase. Isso revela a capacidade da CTX em promover a liberacao de
lipoxina A4, um mediador lipidico formado na via das lipoxigenases, que possui efeito
anti-inflamatério (McMahon; Godson, 2004) e, que além disso, possui acao inibitoria
em processos que estéo relacionados com o crescimento de tumores (Cezar-de-Mello
et al., 2008; Fierro, 2005).
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Dado que a CTX apresentou em diversos estudos propriedades
imunomoduladoras e anti-inflamatorias, avaliou-se seu potencial em impactar o
desenvolvimento de lesdes papilomatosas na derme de camundongos quando

estimulados pelo carcinogeno DMBA.

1.6 Modelo Experimental

Constantemente sdo desenvolvidos inumeros estudos sobre o controle
genético da resposta imunoldgica inata e adaptativa no Laboratorio de Imunogenética
do Instituto Butantan. Esses estudos sao realizados utilizando como base um modelo
de camundongos com linhagens selecionadas fenotipicamente para resposta
inflamatoria aguda maxima (AIRmax) ou resposta inflamatéria aguda minima (AIRmin)
em relacdo a reacdo do organismo na presenca de corpos estranhos quimicamente
inertes, como gel de poliacrilamida (Biogel) (Ibanez, et al., 1992; Stiffel et al., 1990).
Cada uma dessas linhagens apresentam uma sensibilidade antagonica referente a
outra quando séo expostos a produtos carcinogénicos na pele (Biozzi et al., 1998a;
De Souza et al., 2009), colon (Di Pace et al., 2006), pulméo (Ribeiro et al., 2005; Maria
et al., 2003), e figado (Carvalho et al., 2019) também efeitos deletérios na medula
Ossea (Katz et al.,, 2014, 2016). Em virtude disso, este modelo de animal é
frequentemente utilizado para estudos de doencas cujo as a¢fes inflamatoérias sejam

relevantes.

Esses animais foram produzidos por selecdo fenotipica a partir de uma
populacao inicial (FO) geneticamente heterogénea resultante de cruzamentos entre
oito linhagens de animais isogénicos (A, DBA/2, P, SWR, SJL, CBA, BALB/c e C57BI6)
(Stiffel et al., 1990). A partir de entéo, foram realizados cruzamentos com o proposito
de distinguir a intensidade da reacao inflamatéria aguda (AIR) como fenétipo medido
pelo influxo celular e exsudacdo plasméatica no tecido subcutdneo produzido pela
injecdo subcutanea de microesferas de poliacrilamida (Biogel) (Ibanez et al., 1992;
Stiffel et al., 1990). Ao final da selecao de acasalamentos de vinte geracdes, alcangou-
se o limite de sele¢cdo quando os alelos responsaveis pela resposta inflamatoria
maxima ou minima se estabilizaram em homozigose nas linhagens AIRmax e AIRmin
(Figura 1), respectivamente. Os animais resultantes destes cruzamentos Ss&o
homozigotos para os genes relacionados e apresentam um fundo genético

heterogéneo como o de uma populagdo natural, como a humana, constituindo,
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portanto, um modelo adequado para o estudo de caracteristicas multifatoriais como

neoplasias.

Figura 1 - Selecdo genética das linhagens AIRmax e AIRmin.
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Fonte: Modificado de Ibanez, O.M. 1992

Andlises realizadas sobre a tumorigénese de pele nesses animais (Biozzi et al.,
1998b) demonstraram que ha um polimorfismo no gene Ahr que codifica o receptor
AHR (De Souza et al., 2009). E sabido que neste polimorfismo, no éxon 7 ha uma
perda do sitio de ligacdo que corresponde a enzima de restricdo ECOA47IIl, e verifica-
se também a substituicdo da Valina pela Alanina no éxon 9, posi¢éo 375, que propicia
alteracdes estruturais e funcionais. Devido a essas modificacbes, foi possivel
estabelecer se a afinidade do receptor AHR era baixa (Ahrd) ou alta (AhrP1) aos seus

ligantes nas linhagens de camundongos AIRmax e AIRmin, respectivamente.

Em razéo disso, foi proposto um estudo sobre a dindmica celular da pele sobre
os efeitos epicutaneos causados pelo DMBA com a utilizagdo da CTX como um
potencial agente imunomodulador nas linhagens AIRmax e AIRmin, visto que, esses
animais possuem diferencas quanto a resisténcia a carcinogénese cutanea, no qual a
linhagem AIRmin apresenta uma susceptibilidade maior na indugdo de lesdes

papilomatosas (Biozzi et al., 1998a; De Souza et al., 2009). Além disso, Muller et al.,
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(2008) apontou que a utilizagdo de um agente promotor da inflamacéo, como o 12-
Otetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), € capaz de induzir uma alta reatividade
inflamatoria local, facilitando e aumentando o numero de lesGes papilomatosas apos
a aplicacédo do indutor DMBA. Sendo assim, também é muito utilizado em pesquisas

gue envolvem inducao a carcinogénese cutanea.

Estes estudos poderdo auxiliar no entendimento sobre os mecanismos
celulares envolvidos na carcinogénese de pele ndo melanoma e nos possiveis efeitos
anti-inflamatoérios e imunomoduladores da CTX. O fato destes animais apresentarem
diferentes respostas inflamatoérias e de possuirem um fundo genético heterogéneo,
sdo, portanto, um modelo adequado para estudos, pois se assemelham a populacao

humana.

2 OBJETIVOS

O proposito deste estudo é analisar a influéncia da CTX na formacao de lesGes
papilomatosas ou tumorais na pele dos camundongos AIRmax e AIRmin quando
induzidas pelo DMBA em duas abordagens diferentes: na primeira, o DMBA é aplicado
na pele uma vez ao dia por cinco dias consecutivos; na segunda, adotamos o
protocolo de dois estagios, que envolve uma unica aplicacdo de DMBA seguida de

aplicacdes semanais de TPA. Com isso investigamos:

— O surgimento de lesdes papilomatosas nos dois protocolos utilizados;

!

ModificacBes histoldgicas da pele em variados momentos decorrentes

dos tratamentos;

!

Diferenciacdes celulares na pele por meio da imunofenotipagem;

!

Impactos da CTX em peles com lesdes papilomatosas;

!

A capacidade imunomoduladora da CTX, levando em conta todas as
caracteristicas fenotipicas de resposta inflamatoria observadas nesses

animais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos fémeas das linhagens AIRmax e AIRmin com 8
semanas de idade, das geracoes F83-F85 de selecdo. Esses animais foram mantidos
no biotério de criacdo do Laboratdrio de Imunogenética do Instituto Butantan em
regime alimentar convencional e dgua ad libitum. A manipulagédo desses animais foi
realizada sob os preceitos da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do
Instituto Butantan, n°1311160321.

3.2 Producdo de anticorpos anti-crotoxina em camundongos AIRmax e
AIRmiIn

Na preparacdo da CTX em Alum foram misturados nas proporcées de 1:10 de
acordo com as doses determinadas, segundo Favoretto et al., (2011) na imunizacéo
por albumina sérica humana (HSA): Para a imunizacao foram preparadas duas doses
de 1,4 ug de CTX para 14ug de Alum (AIRmax) e 0,9 ug de CTX para 9ug de Alum
(AIRmin). As concentracdes foram baseadas em experimentos realizados pelo nosso
grupo do laboratério. A administracao foi realizada por via subcutanea no dorso dos
animais, fémeas, AIRmax (N=20) e AIRmin (N=20). Os tempos de imunizagdo com a
CTX foram: 0, 14, 21 e 28 dias. No 35° dia foram feitas as sangrias totais. Grupos de
6 camundongos de cada linhagem foram utilizados como controle ndo imunizados.
Para a dosagem de anticorpos anti-CTX foi feito um pool do soro dos animais de cada
linhagem. A titulacdo foi realizada em ensaios de ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay) e determinada por leitura a 492nm em leitor de ELISA.

3.3 Determinacdo da dose néo toxica de crotoxina para aplicacao epicutanea

em camundongos AIRmax e AIRmin

Com o objetivo de determinar a melhor concentracdo da CTX para ser
aplicada na pele do dorso dos animais e que nao resultasse em toxicidade para poder
avaliar seu efeito modulador no aparecimento de papilomas, tratamos camundongos

AIRmax e AIRmin nas concentragdes de 160ug/kg, 320ug/kg, 640ug/kg e 1.280 pg/kg.
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Como ndo héa estudos sobre doses de CTX por via de aplicacdo epicutanea,
essas concentracbes foram baseadas no estudo intraperitoneal desenvolvido por
Sant’/Anna et al., (2019). Para a concentracdo de 160ug/kg foram utilizados 2 animais
controles e 6 animais tratados de cada linhagem e para as outras concentracfes foram
utilizados 3 animais controles e 3 animais tratados de cada linhagem. Foi feita a
aplicacéo de 100ul de CTX diluida em acetona, nas diferentes concentragdes, por 5
dias consecutivos. Apds o quinto dia, ndo observamos qualquer efeito toxico no que
concerne as manifestacdes clinicas de dispneia, taquicardia e prostracdo. Nesse
momento, apis eutanasia, retiramos as peles para avaliagdo da presenc¢a da CTX no
tecido digerido dos animais tratados com as diferentes doses de CTX, seguindo o
protocolo de extracdo de Malosse; Henri (2016) e o sobrenadante foi coletado para
deteccdo da CTX no macerado da pele por teste de ELISA por espectrometria a
492nm. A CTX utilizada para todos os experimentos realizados foi purificada e obtida
por pesquisadores do laboratoério de Imunogenética em colaboracdo com o laboratério

de Imunopatologia do Instituto Butantan.
3.4 Imunohistoquimica da pele na concentracdo de 1.280ug/kg de crotoxina

Para avaliar a presenca de CTX na pele, realizamos um teste de
imunohistoquimica de seccbes da pele do dorso tratada epicutaneamente com
Acetona (controle) ou CTX na concentracao de 1.280ug/kg (100l por dia diluidos em
acetona) por 5 dias consecutivos. Apés o Ultimo dia de aplicacao as peles dos animais
foram retiradas e colocadas em agitacdo de formol por 24 horas para entdo processar
os cortes histolégicos e seguir o processo de incubagédo com soro anti-CTX produzidos
em camundongos AIR ou anti-veneno produzido em coelho imunizado com veneno
de Cdt, cedido pelo laboratério de Imunopatologia do Instituto Butantan. Os animais
foram divididos em dois grupos: acetona = 3/linhagem e CTX 1.280ug/kg =
3/linhagem.

3.5 Efeito modulatério da crotoxina nas concentracdes de 1.280ug/kg e
320ug/kg

Considerando a inexisténcia de efeitos toxicos locais ou sistémicos, foi
elaborado um protocolo para avaliar os efeitos modulatorios da CTX, nas

concentracOes 1.280ug/kg e 320ug/kg, sobre a inducao de lesbes papilomatosas por
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aplicacao epicutanea de DMBA por 5 dias consecutivos (DMBA 5x) em diferentes
combinagdes com CTX. Os animais foram divididos em grupo G1: acetona (controle);
G2: DMBA 5x; G3: DMBA5x + CTX3x (1x na semana por 3 semanas); G4: CTX 2 dias
antes + DMBAbSx e; G5: CTX 2 dias antes + DMBA5x + CTX3x (1x na semana por 3
semanas).

Todos os grupos, com excecgdao do controle acetona, receberam DMBA por
cinco dias consecutivos (50ug em 100ul de acetona - 1x ao dia). Os grupos G4 e G5
receberam a CTX dois dias antes da aplicacéao topica do DMBA e os grupos G3 e G5
receberam CTX uma vez na semana, apos o fim do DMBA, por trés semanas
consecutivas. A pele dos animais foi raspada dois dias antes do experimento com um
tosquiador elétrico. Apés o fim das aplicacdes, os animais foram observados por um

periodo de aproximadamente 80 dias.

3.6 Inducdo de carcinogénese em dois estagios (DMBA/TPA) e tratamento

com crotoxina e veneno bruto.

O modelo classico de inducao de lesGes papilomatosas por DMBA consiste de
dois estagios com aplicacdo epicutanea no dorso dos animais de DMBA (25ugQ)
dissolvido em 100uL acetona seguida de aplicacdes de 5ug de TPA dissolvido em
100puL de acetona. A pele do dorso de cada animal foi raspada com um tosquiador
elétrico dois dias antes do inicio do experimento. Os animais AIRmax e AIRmin foram
divididos em 4 grupos de 5 animais cada: acetona (G1l), DMBA/TPA (G2),
DMBA/TPA/CTX (G3) e, DMBA/TPA/VENENO (G4). Os tempos de anélise foram 7,
20, 80 e 120 dias.

Os animais dos grupos G2 a G4 receberam aplicacdo topica de DMBA (25u9)
dissolvido em 0,1mL de acetona. Uma semana apos a aplicagdo do DMBA, o TPA
(5ug em 0,1mL de acetona) foi aplicado duas vezes por semana durante um periodo
de 120 dias. A CTX na concentracao de 320ug/Kg em 0,1mL de acetona foi aplicada
nos animais do grupo G3 30 minutos antes da aplicacao do TPA (2x semana) durante
todo o periodo de 120 dias. O mesmo foi realizado com o grupo G4 que recebeu o
veneno bruto na concentracdo de 540ug/Kg. A concentracdo do veneno foi
determinada considerando que a CTX faz parte de 60% do veneno bruto, e sendo

utilizada no nosso experimento na concentragao de 320ug/kg.
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A utilizagéo desse protocolo de DMBA/TPA parte do objetivo da inducao para
alta reatividade inflamatdéria local, sendo o TPA um agente promotor nesse processo
com o proposito de facilitar e aumentar o desenvolvimento das lesdes papilomatosas

apos a aplicacao do indutor carcinogénico DMBA (MULLER et al., 2008).

3.7 Inducédo acarcinogénese em dois estagios (DMBA/TPA) e tratamento com

crotoxina epicutanea ou subcutanea

Utilizamos o mesmo modelo de inducdo de lesbes papilomatosas em dois
estagios para analisar os efeitos da CTX epicutanea (CTX®P) ou subcutanea (CTXs!P)
quando aplicada uma vez na semana durante um periodo de 80 dias. A dose de CTXeP!
utilizada permaneceu sendo de 320ug/Kg e a dose de CTXS" foi baseada em
experimentos de DL50 realizados no laboratério, onde cada linhagem apresentou
diferenca em relacdo a dose (AIRmax 602ug/Kg e AIRmin 562ug/Kg) sendo assim, foi
feita uma média desses valores e utilizado 0,05 da DL50 que equivale a
0,82ug/animal.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 5 animais de cada linhagem.
Os grupos foram: acetona/PBS1x (G1), DMBA/TPA (G2), DMBA/TPA/ CTX®P (G3) e,
DMBA/TPA/CTXS" (G4). Os tempos de analise foram 20, 40 e 80 dias.

Os animais dos grupos G2 a G4 receberam aplicacéo tépica (epicutanea) de
DMBA (25ug) dissolvido em 0,1mL de acetona. Uma semana apds a aplicacéo do
DMBA, o TPA (5ug em 0,1mL de acetona) foi aplicado duas vezes por semana durante
um periodo de 80 dias. A CTX®" foi aplicada nos animais do grupo G3 um dia antes
da aplicacdo do TPA, apenas uma vez na semana durante todo o periodo. O grupo
G4 que recebeu a CTXs' teve sua aplicacdo realizada no mesmo dia do grupo G3,

também uma vez na semana apenas por periodo igual.

3.8 Analise histolégica da pele

Os fragmentos da pele dos camundongos AIRmin e AIRmax, apds o0s
tratamentos, foram coletados, fixados em formaldeido a 10% e processados conforme
a rotina do laboratério. Em resumo, os fragmentos de pele foram desidratados,
diafanizados e embebido em parafina e cortados em micr6tomo na espessura de 5

pum e corados com hematoxilina-eosina (H&E). Todas as analises patologicas foram
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realizadas por um patologista certificado e a cegas. Para a analise histopatologica os
tecidos ou células anormais foram classificados com base nas altera¢des observadas,
classificando em lesdes displasicas observadas em lesGes pré-malignas e lesdes
malignas seguindo a seguinte métrica: 0 — tecido normal; 1 — inflamacao crénica,
ulceracéo, atrofia ou hiperplasia; 2 — Atipia celular, metaplasia ou célula em estagio
de mitose; 3 — displasia; e 4 — carcinoma positivo. A evolugdo da tumorigénese, bem
como a ocorréncia de lesdes pré-cancerosas e cancerigenas nos camundongos
AIRmin e AIRmax foram comparados no quesito temporal e experimental dentre os
tratamentos. As analises realizadas com o protocolo de DMBA 5x ndo foram

submetidas as avaliacGes por scores.

3.9 Processo de extracdo da pele dorsal para obtencao das células

Para a obtencdo das células da pele, inicialmente todos os animais foram
eutanasiados, tiveram o dorso raspado para a retirada dos pelos e o tecido foi em
seguida cortado e colocado em placa de Petri incubado overnight a 4°C com 0,4mg/mi
de dispase Il (Roche) diluida em 2 ml de PBS para separar a epiderme da derme.
Apébs o periodo de incubacao, as peles foram secas em papel toalha, cortadas em
pequenos pedacos e transferidas para uma nova placa de Petri com 2ml de solugéo
colagenase IV (Gibco) em concentracdo 1,5mg/mL, que digere o colageno tipo IV
maior constituinte da membrana basal, e DNase (Deoxiribonuclease | de pancreas
bovino) (Roche) em concentragéo 0,36mg/mL, que quebra o DNA liberado durante a
dissociacao do tecido e evita a perda de células por aglutinacéo, e incubadas por mais
30 minutos a 37°C. Apoés a incubacédo, foram adicionados mais 2ml de solugéo
colagenase e DNase em cada placa e homogeneizado. Esse processo se repetiu por
mais duas vezes. No final da ultima incubacdo, o conteudo foi passado através de
uma peneira de aco inox (porosidade 70um) coletando o material de interesse em
tubos Falcon de 50ml com um émbolo de uma seringa e em seguida lavado com 1ml
de PBS+10% de Soro Fetal Bovino (SFB). O material coletado foi filtrado em filtro de
nylon umedecido com 1ml de PBS+10%SFB. Em seguida, o conteudo foi centrifugado
a 1500rpm por 5 minutos a 4°C. Depois, foram adicionados 4ml de Percoll a 40% em
tubos Falcon e as células foram ressuspendidas em 4ml de Percoll a 70% lentamente
para visualizar as duas fases que se formam. As amostras entéo, foram centrifugadas

a 1200rpm por 20 minutos a 10°C sem pausa e sem aceleracdo. Apos a centrifugacao
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as células de interesse estavam localizadas na interface entre as duas camadas de
Percoll, que tem como propdsito separar as células por gradiente de densidade. Por
fim, foi coletado o anel de células de interesse (cerca de 2ml) e adicionados a 5ml de
PBS+2%SFB para lavagem e posterior contagem na camara hemocitométrica de

Malassez.

3.10 Imunofenotipagem das células

Suspensdes celulares (1x108 células/poco) foram obtidas da pele e
primeiramente incubadas com o marcador de viabilidade celular Fixable Viability Stain
(FVS) acoplado ao fluorocromo Pacific-Blue, a uma concentracdo de 1:1000 diluido
em PBS por 15 minutos em temperatura ambiente. Apdés a incubacdo foram
adicionados 200uL de PBS+2%SFB e as suspensdes celulares centrifugadas. Em
seguida, as células foram incubadas com anticorpo anti-receptor porcdo Fc de
imunoglobulina (CD16/CD32) (clone 2,4G2) (1ug/10°© céls) por 10 minutos a 4°C, para
evitar ligacdo inespecifica. Em seguida, foram adicionados 200uL de PBS+2%SFB e
as suspensoes celulares centrifugadas. Estas células foram incubadas com anticorpos
especificos (1 pg/108 células) as moléculas CD3-PECy7 (clone 145-2D11), TCRy®d-
PE (clone GL3), CD11c-PEcy7 (clone HL3), CD11b-PE (clone M1/70), Gr1-APC-Cy7
ou FITC (clone RB6-8C5) e CD207-Alexa Fluor 647 (clone 81E2 Human CD207) em
PBS+2%SFB por 30 minutos a 4°C. Para avaliacdo do CD207 intracelular, as células
foram fixadas com 200uL do tampdo de fixacao (BD Pharmingen) diluido em PBS por
20 min/4°C. Apos este periodo, foram lavadas e centrifugadas a 1200rpm por 5
minutos a 4°C. Em seguida, foram incubadas com solucédo de permeabilizacdo (BD
Pharmingen) por 20 minutos a 37°C, lavadas com 200 pL de PBS + 2% SFB e
novamente centrifugadas. As células foram entdo incubadas com anti-CD207-Alexa
Fluor 647 por 20 minutos em temperatura ambiente e posteriormente lavadas e
centrifugadas. As células ndo marcadas foram utilizadas como controle, ressuspensas
em PBS+2%SFB e analisadas em citbmetro de fluxo (FACScanto Il) e considerados
20.000 eventos. Os resultados foram analisados pelo programa FlowJo™ (Tree Star)
V.10.

3.11 Anéalise estatistica
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Na anadlise estatistica realizada, as diferencas entre as médias foram
calculadas por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para a comparacao
entre os grupos. Foi considerado como valores significativos de p, inferiores a 0,05
bicaudal. O coeficiente de correlacédo de Person (r) foi determinado para os testes de
correlagdo entre duas variaveis, considerando intervalo de confianga de 95%, sendo
significante para p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Producéo de anticorpos anti-crotoxina

A producdo de anticorpos anti-CTX mostrou-se necessaria para 0S
experimentos de deteccdo da CTX no extrato da pele ou em cortes histolégicos por
imunohistoquimica. Para tanto, camundongos AIRmax e AIRmin foram imunizados
por via subcutanea com 1,4 ug e 0,9 pg de CTX, respectivamente, conforme a
metodologia proposta por Favoretto et al., (2011). Apés a imunizagdo, observou-se
gue esses animais exibiram niveis elevados de anticorpos, sendo uma quantidade
significativamente maior quando comparados ao grupo controle, que ndo foi
submetido a qualquer imunizacgéao (Figura 2). Estes resultados sao indicativos de que
a imunizacao realizada foi eficaz na producao de anticorpos especificos contra a CTX

e que serdo utilizados nos experimentos subsequentes para fins de detec¢éao da CTX.
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Figura 2 - Producéo de anticorpos anti-CTX. Os dados referem-se aos pools de soros
de camundongos AlIRmax (azul) e AIRmin (vermelho) imunizados ou ndo com CTX.
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Fonte: autoria prépria.

4.2 Determinacdo da dose nao téxica de crotoxina

A literatura cientifica, até o momento, ndo apresenta informacfes ou dados a
respeito dos efeitos decorrentes da aplicacédo epicutanea (tépica) da CTX. Dada essa
lacuna de conhecimento, foi de extrema importancia realizar um experimento que
buscasse identificar se a CTX, quando aplicada dessa forma, poderia provocar algum
tipo de efeito — seja ele localizado na area de aplicacdo, sistémicos ou letais — nos
animais em estudos.

Neste contexto, dois grupos de camundongos, AIRmax e AIRmin, foram
submetidos a doses progressivas de CTX®P. Durante e apds o experimento, foi
observado nos animais potenciais sinais ou sintomas adversos, tais como lesbes
cutaneas, complicacdes respiratorias, sinais de letargia ou letalidade.

Como foi observado que os animais ndo apresentaram nenhuma dessas
manifestagdes clinicas, realizamos um experimento de ELISA utilizando os extratos
da pele (Figura 3) para determinar se a CTX estava de fato presente no tecido. Os
resultados desse experimento confirmaram positivamente a presencga da CTX na pele

dos animais em todas as concentragcfes que foram utilizadas, sobretudo nas fémeas
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tratadas com as doses de 160 (AIRmax e AIRmin) ou 1.280 (AIRmax) pg/Kg de peso
corporeo.

Figura 3 - Presenca de CTX no macerado de pele dos animais tratados com diferentes
concentracOes aplicadas epicutaneamente no dorso de camundongos AIRmax (azul)
e AIRmin (vermelho). Os resultados sdo expressos individualmente e em média *
DPM. *Diferenca relativa ao grupo controle e # em relacdo as demais doses, p<0,05.
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Fonte: autoria prépria.

Com base nas observacdes coletadas, optamos por utilizar a dose de
1.280ug/Kg, sendo essa a de maior concentracdo testada. Tinhamos o interesse de
averiguar se, devido a alta concentracdo de CTX, quando em contato direto com a
pele, poderiamos observar uma inibicdo mais significativa das lesdes papilomatosas
produzidas por DMBA. Além disso, optamos por utilizar a dose intermediaria de
320ug/Kg, baseando-se no fato de que essa concentracdo estd mais proxima da
menor dose testada (160ug/Kg), e queriamos garantir que, ao usar doses muito
baixas, ndo comprometeriamos a inducao dos efeitos modulatérios.

Esta precaucdo era especialmente pertinente dado que, até o momento nao
dispunhamos de informagbes ou dados cientificos concretos sobre os efeitos
resultantes da aplicacdo cutanea de CTX. Portanto, com base nesses critérios e
observacoes, estabelecemos as doses de 1.280 e 320 pug/Kg a serem utilizadas nos

experimentos subsequentes.
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4.3 Interag&o da crotoxina com a pele

Para entender melhor a interacdo da CTX com a pele, tratamos
epicutaneamente animais AIRmax com a dose de 1.280ug/Kg por 5 vezes
consecutivas e, apés este periodo, a pele foi processada para a realizacdo do teste
de imuno-histoquimica. Este teste visou avaliar a localizacdo da CTX no epitélio da
pele apds sua aplicacdo epicutanea.

Como observado na figura 4, caracterizamos a CTX com cor levemente marrom
nos cortes do animal AIRmax tratado com acetona e revelados com soro anti-veneno
de coelho, provavelmente devido a ligacdo inespecifica. Entretanto, na lamina do
animal tratado com CTX e que recebeu o soro de coelho especifico (anti-CTX),
observamos que a marcacao ocorre em todo o tecido com maior prevaléncia na
camada epidérmica e queratinosa (estrato corneo), demonstrado pela seta. Ja& a
lamina do animal tratado com CTX revelada com anti-CTX de camundongo teve uma
marcacao muito acentuada revelando estruturas especificas. Porém, este resultado
nao esta confirmado j& que a lamina do animal tratado com a CTX marcada com soro
controle de um animal ndo imunizado, apresentou intensa marcacdo exibindo,
provavelmente, uma ligacdo inespecifica. A lamina de tratamento com a CTX sem
soro de camundongo e sem soro de coelho mostrou claramente ser um controle
negativo, pois nao apresentou nenhuma marcagao.

Assim, constatamos que a utilizagdo do soro de camundongo pode ocasionar
ligacdes inespecificas. Portanto, entendemos que novas avaliacbes deverdo ser
realizadas com o soro de coelho imunizado ou ndo com CTX com 0s quais iremos

padronizar o protocolo para reduzir ao maximo as ligacdes inespecificas.



40

Figura 4 - Imunohistoquimica da pele de um camundongo tratado com acetona e um
tratado com CTX 1.280ug/Kg da linhagem AIRmax. Laminas em cortes de 5um foram
incubadas com soro de camundongo ou coelho e em seguida com anticorpo
secundario marcado com peroxidase como revelador. Foi utilizada a objetiva de 10x
(100pm) em Microscopio Optico Diaplan Leica e Camera Leica modelo DFC295.
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Fonte: autoria propria.
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4.4  Efeito da crotoxina nas lesdes papilomatosas induzidas por DMBA 5x

4.4.1 Avaliacao dos Papilomas

Com o objetivo de investigar o potencial modulador da CTX sobre o surgimento
de lesbes papilomatosas, camundongos fémeas das linhagens AIRmax e AIRmin
foram divididos em grupos onde o controle positivo foi submetido a um tratamento que
consistiu em 5 aplicagbes consecutivas (diarias) de DMBA na concentracéo de 50ug
por camundongo, diluido em 100uL de acetona, e os demais grupos receberam, além
das aplicacdes de DMBA, doses especificas de CTX a 1.280ug/Kg ou 320ug/Kg, em
trés diferentes aplicacfes epicutaneas. Apds tratamento, os camundongos foram
monitorados por um periodo de 80 dias e o numero de lesGes papilomatosas na pele
foi registrado na figura 5.

Durante as observac¢des, notamos que por volta de 4 dias apds a aplicacéo, os
camundongos AIRmin, de todos os grupos e concentracbes de CTX e que foram
submetidos ao tratamento com DMBA, comegaram a mostrar sinais de dermatite de
contato na regido dorsal. Este quadro de dermatite se manteve presente em muitos
dos animais por um periodo que se estendeu até cerca de vinte dias. No entanto, vale
ressaltar que alguns destes animais apresentaram sintomas de dermatite por periodo
mais prolongado. A partir do 25° dia pés-tratamento, comecaram a surgir as primeiras
lesGes papilomatosas.

Durante todo o periodo de avaliagdo observamos que o nimero de papilomas
em camundongos tratados com a dose de 1.280ug/Kg de CTX estava elevado em
todos os grupos da linhagem AIRmin. Este aumento tendeu a se estabilizar por volta
do 50° dia pOs-tratamento. Notamos que no intervalo entre os dias 30 e 40, a
multiplicidade de lesGes foi notavelmente menor nos animais que receberam o
tratamento com CTX antes da aplicacdo de DMBA (grupos G4 e G5). No entanto, apés
esse periodo especifico, 0 numero de lesdes nesses animais se igualou aos demais
grupos tratados.

Quanto a frequéncia com gue os animais foram afetados pelas les6es, notamos
que havia uma menor propor¢ao no grupo G3 — tratados com DMBA seguido de trés
doses de CTX uma vez por semana por trés semanas seguidas, com incidéncia de

30%. Em contraste, o controle positivo G2, que foi tratado exclusivamente com DMBA,
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apresentou uma incidéncia maior, de 50%. A representacdo grafica das lesbes
observadas nos animais apd6s 70 dias de tratamento pode ser vista na figura 6.
Nenhuma lesdo foi observada nos camundongos AIRmax no tratamento de
1.280ug/Kg de CTX.

Em relacdo a dose de 320ug/Kg de CTX, os camundongos da linhagem AIRmin
apresentaram um aumento notavel no niumero de lesdes em todos os grupos, ja a
partir dos 20 dias de tratamento. Esse crescimento tende a se estabilizar por volta dos
40 dias, com uma média registrada de uma lesédo por animal. Para as duas doses de
CTX, os animais da linhagem AIRmin do grupo G3 (DMBA+CTX 3x) apresentaram
menor incidéncia, cerca de 30% quando comparados aos outros grupos que atingiram
niveis de 60%.

Os animais da linhagem AIRmax também desenvolveram lesdes na dose de
320ug/Kg de CTX, porém a resposta ao desenvolvimento foi lenta e gradual. A média
observada para esses animais foi de, no méaximo 0,4 lesdes por camundongo, e iSso
foi notado aproximadamente no 60° dia de observacao (Figura 6). Esse padrao sugere
gue os animais dessa linhagem tém uma sensibilidade reduzida aos efeitos
provocados pelo DMBA 5x, observacdo descrita anteriormente por Biozzi et al.
(1998b).

Na figura 7 representamos as les6es dos animais AIRmax e AIRmin no
tratamento de 320ug/kg aos 70 dias.
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Figura 5 - Evolugcdo da multiplicidade e incidéncia de papilomas em camundongos
AIRmin (—); AIRmax (—) para as concentracdes de 1.280ug/kg e 320ug/Kg de CTX.
Os grupos consistiram de: acetona (G1), DMBA 5x (G2), DMBA 5x + CTX 1x por
semana por trés semanas (G3), CTX 1x dois dias antes do DMBA 5x (G4) e CTX 2
dias antes do DMBA 5x + CTX 1x por semana por trés semanas (G5).
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Figura 6 - Avaliacdo de 70 dias da pele do dorso dos animais no tratamento com a

CTX na concentragéo de 1.280ug/Kg.
CTX2d.a. +
CTX2d.a. DMBA 5x DMBA 5x +
+ CTX3x CTX3x

+ DMBA 5x

DMBA 5x

ACETONA

Fonte: autoria propria.
Figura 7 - Avaliacdo de 70 dias da pele do dorso dos animais no tratamento com a

CTX na concentracéo de 320ug/kg.
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4.4.2 Andlise histolégica

Para verificar possiveis modificacdes na estrutura da pele causadas pela acéo
da acetona, DMBA ou crotoxina, foram feitos cortes histolégicos dos animais que
receberam Crotoxina na dose de 1.280ug/kg (Figura 8).

Nas imagens representativas notamos que ha um aumento da espessura da
camada epidérmica e dérmica nos animais AIRmin que foram tratados com DMBA,
qgquando comparados aos animais do grupo controle acetona e aos animais da
linhagem AIRmax que ndo apresentaram essas diferencas nas camadas citadas.
Devido a problemas técnicos, ndo foi possivel confeccionar as laminas para a analise
dos grupos de animais tratados com a dose de 320ug/kg de CTX. Todas as laminas
com as duas doses foram apresentadas a titulo ilustrativo, necessitando posterior

avaliacao por um patologista.
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Figura 8 - Cortes histolégicos da pele do dorso dos animais AIRmin e AIRmax do
experimento feito na concentracdo de 1.280ug/kg. As setas amarela e vermelha
representam a epiderme e derme, respectivamente. Coloracdo por
Hematoxilina/Eosina e ampliacdo de 10x (100um) utilizando Microscopio Optico
Diaplan Leica e Camara Leica modelo DFC295.
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Fonte: autoria propria.
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4.4.3 Imunofenotipagem das células da pele

A fim de compreender a dinamica celular na pele dos animais, conduzimos um
processo de imunofenotipagem das células que foram extraidas da pele apés as
diversas aplicagBes, que incluiram tratamentos com acetona, DMBA e CTX, em
diferentes combinacdes. Posteriormente a coleta do tecido cutaneo, utilizamos
Percoll, que possibilitou o enriquecimento de células leucocitarias por meio de um
gradiente de densidade. Para a marcacdo extracelular, recorremos a anticorpos
especificos para as moléculas Grl (APC-CY7), CD11b (PE), CD3 (PE-CY7 ou FITC),
TCRyd (PE) e CD11c (PE-CY7). Adicionalmente, para a marcagao intracelular,
usamos 0 CD207 (Alexa Fluor 647). Esta abordagem visou especificamente avaliar as
populacdes de células que tém potencial inflamatério, como neutrofilos, células
dendriticas e linfécitos TCRyd.

Na figura 9, delineamos a estratégia adotada para analisar e distinguir as
diferentes populacdes celulares e na figura 10, apresentamos 0s numeros absolutos,
que foram determinados a partir das proporcdes das células obtidas da pele,
marcadas com anticorpos especificos. Estes dados referem-se aos diferentes grupos
tratados com cinco doses de DMBA, combinados ou ndao com CTX na concentragao
de 1.280ug/Kg. Este experimento foi conduzido no 80° dia apds a aplicacao inicial de
DMBA. Quanto aos camundongos AIRmax, optamos por ndo avaliar a pele dos grupos
G3 e G4, visto que ndo se observou surgimento de papilomas. No entanto, os
camundongos da linhagem AIRmin apresentaram papilomas em todos os grupos de
tratamento, com a Unica excec¢do sendo o grupo tratado apenas com acetona (controle
negativo). Devido a essa observacdo, optamos por avaliar todos 0s grupos
pertencentes a essa linhagem.

A figura 10A mostra a concentracdo de neutréfilos na pele dos camundongos
das duas linhagens estudadas. Nota-se que, os animais AIRmin, apresentam valores
elevados de neutrdfilos, principalmente no grupo tratado com DMBA, porém apés a
aplicacdo com a CTX observamos uma reducdo dessas células nos grupos onde a
CTX foi administrada apds o DMBA, especialmente no grupo que recebeu a CTX tanto
antes quanto apos o DMBA, por um periodo de trés semanas seguidas. I1sso nos leva
a inferir que a CTX pode exercer um efeito anti-inflamatoério quando administrada apos
o DMBA de forma continua. Os animais da linhagem AIRmax também apresentaram

valores reduzidos de neutrofilos.
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Na figura 10B, mostramos a populacéo de linfocitos Tyd, que possuem papel
importante em processos que envolvem carcinogénese e fazem parte tanto da
imunidade inata quanto da adaptativa. Os animais da linhagem AIRmiIn apresentaram
numero de linfocitos Tyd superiores aos animais AIRmax no grupo que recebeu a CTX
dois dias antes da aplicacdo do DMBA e uma vez na semana por trés semanas
consecutivas apos. Apresentou também uma diminuicAo com relacdo aos outros
grupos e nenhuma diferenca com relacdo ao grupo DMBA, quando analisado
juntamente a linhagem AIRmax.

Ja na figura 10C representamos a concentracdo das células dendriticas
convencionais CD11c*, e ndo especificamente as células de Langerhans ja que ndo
foi possivel a marcacéo intracelular de CD207. Estas sdo encontradas nos tecidos
periféricos, como a pele, e tem um importante papel na apresentacdo de antigenos
para os linfocitos T (SHENG et al.,, 2021). Na andlise, essas células também
apresentaram niveis muito inferiores no periodo crénico de 80 dias. Isso pode ter
ocorrido devido ao mesmo motivo das outras células inflamatérias, pois essas estao
presentes na epiderme e quando sdo ativadas ha a migracdo para os linfonodos.
Portanto, acreditamos que pela analise ter sido realizada em tempo tardio para
observar os efeitos da CTX, nao foi possivel estudar as populacdes celulares que
estdo presentes no inicio da inflamacéo. No experimento de 320ug/kg ocorreram
dificuldades técnicas durante o processo extracdo celular que impossibilitaram essa
mesma analise.

Considerando que alguns estudos preconizam o uso de doses baixas de CTX,
Cura et al., (2002), Castro et al., (2007), Nogueira-Neto et al., (2008), Nunes et al,
(2010), Sampaio et al., (2010) apud Sant’Anna et al (2019) e o fato de nao ter havido
resposta na linhagem AIRmax e nao haver diferencas significativas entre os grupos
de animais AIRmin tratados com CTX e com DMBA isolado, optamos pela utilizagao

da dose de 320ug/kg nos experimentos subsequentes.
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Figura 9 - Estratégia de andlise realizada por citometria de fluxo. O esquema
demonstra a estratégia para avaliar as populacbes celulares de CD3*TCRyd*
(Linfécitos Tyd), Gr1*CD11b*(Neutrdéfilos) e CD11c*CD207- (Células dendriticas). Ao
adotamos uma estratégia para isolar duas
subpopulagdes distintas de linfécitos Tyd identificadas posteriormente.
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Figura 10 - Populacdo celular dos animais tratados com Acetona, DMBA ou CTX
[1.280ug/kg]. Populagdes analisadas: GR1+/CD11b+ (Neutréfilos), CD3+/Tyd+
(Linfocitos Tyd) e CD11¢c+/CD207+ (Células Dendriticas). Os dados estdo expressos
como média * Erro Padrdo da média, considerado significante quando p<0,05, teste
ANOVA. #Diferenca entre linhagens; *Diferenca entre 0s grupos.
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4.5 Efeito da crotoxina e do veneno nas lesdes papilomatosas induzidas por
DMBA/TPA

Com a intengéo de aprofundar o entendimento sobre como a CTX poderia
influenciar o surgimento de lesdes papilomatosas, conduzimos experimentos com
camundongos das linhagens AIRmax e AIRmin, utilizando o protocolo de dois estagios
com DMBA como indutor e TPA como promotor de lesbes papilomatosas. Dois
experimentos correlatos foram realizados visando a indugdo da carcinogénese
cutanea, porém com distintas metodologias de aplicacdo da CTX.

No primeiro experimento, a CTX ou o veneno bruto foi aplicada
epicutaneamente (topica) em uma frequéncia de duas vezes por semana. No segundo
experimento variamos a via de administracéo, aplicando a CTX®"' ou CTXs'* somente

uma vez por semana.

4.5.1 Avaliacao dos Papilomas

Foram estabelecidos quatro grupos distintos submetidos as seguintes
intervencdes iniciais: G1 (acetona), G2 (DMBA/TPA), G3 (DMBA/TPA/CTX EPI 2x) e
G4 (DMBA/TPA/Veneno). A CTX EPI 2x foi aplicada na concentracédo de 320ug/Kg, ja
o veneno bruto foi de 540ug/Kg, conforme detalhado no item 3.6. Durante 120 dias,
os animais AIRmax (Figura 11) e AIRmin (Figura 12) foram monitorados para a
observacéo e registro do desenvolvimento de papilomas cutaneos.

Nos animais AIRmax, observamos ja aos 45 dias, o surgimento de lesdes
cutaneas, especificamente nos grupos G3 e G4. Vale ressaltar que, seguindo este
protocolo, € comum que esses animais nao manifestem dermatites agudas na regido
dorsal. Além disso, a formacdo de papilomas manifesta-se em um intervalo mais
estendido ap0s a aplicacdo do agente indutor, neste caso, o DMBA.

Com base nas observacoes das lesbes nos camundongos AIRmax,
apresentamos a meédia de papilomas por animal (Figura 11A) e a porcentagem (Figura
11B) de animais afetados para cada grupo durante e apés as aplicaces bi-semanais
de CTX EPI ou do veneno bruto. Constatamos que, a partir de 90 dias, todos os

camundongos AlIRmax tratados com DMBA/TPA foram afetados, independentemente
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do tratamento adicional que receberam (CTX ou Veneno). Na figura 11C,
apresentamos as caracteristicas macroscépicas das lesées aos 120 dias.
Notavelmente, o veneno se destacou como o principal causador da piora das
lesbes nos animais desta linhagem, apresentando lesbes com caracteristicas de
carcinoma espinocelular. Em nossas analises, ndo identificamos diferencas que
fossem estatisticamente significantes entre os grupos, independentemente do periodo

avaliado.

Figura 11 - A) Incidéncia e B) Multiplicidade de leses de camundongos AIRmax
tratados com Acetona, DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX ou DMBA/TPA/Neneno duas
vezes por semana durante 120 dias. C) Representacdes das lesbes desenvolvidas no
dorso dos animais aos 115 dias de tratamento.
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Em relagdo aos animais da linhagem AIRmin, no periodo de 45 dias, foram
observadas lesfes inicialmente no grupo G2. A incidéncia e a multiplicidade das
lesBes sao representadas nas figuras 12A e 12B, respectivamente e em 12C estdo
representados os aspectos das lesbes macroscopicas nos diferentes grupos
experimentais. Em termos de multiplicidade, os animais tratados com
DMBA/TPA/Veneno apresentaram um namero médio de lesdes (15) maior, ao final do
estudo cinético. Além disso, foi constatada uma diferenca significativa entre o grupo
G4 e os demais grupos dessa linhagem em momentos mais tardios.

Vale destacar que, nos grupos analisados, os animais dessa linhagem néo
mostraram nenhuma lesdo que evidenciasse caracteristicas de carcinoma
espinocelular. Contudo, todos os animais, ou seja, 100% deles, desenvolveram lesbes
cutaneas.

Infelizmente, ndo identificamos, em nenhuma das duas linhagens, uma
protecéo da CTX ou do veneno no desenvolvimento de lesGes cutaneas, sejam elas
papilomas ou carcinomas nesse protocolo de aplicacdes bi-semanais. Ao contrario,
houve uma piora significativa no numero de les6es quando foi utilizado veneno bruto

nos camundongos AIRmin.

Figura 12 - A) Incidéncia e B) Multiplicidade de lesbes de camundongos AIRmin
tratados com Acetona, DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX ou DMBA/TPA/Veneno duas
vezes por semana durante 120 dias. C) Representacdes das lesbes desenvolvidas no
dorso dos animais aos 115 dias de tratamento.
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4.5.2 Imunofenotipagem das células da pele

A fim de examinar os efeitos moduladores da CTX na pele dos animais das
linhagens AIRmax e AIRmin, apés serem submetidos ao tratamento com DMBA/TPA,
procedemos com a imunofenotipagem por meio de citometria de fluxo, seguindo a
estratégia descrita no item 4.4.3, representado pela figura 9.

A figura 13A representa os niveis de neutréfilos (GR1/CD11c) determinados ao
longo da cinética nos camundongos AIRmax, com valores mais elevados dessas
células aos 7 dias no grupo DMBA/TPA, decaindo significativamente ao longo do
periodo. Por outro lado, houve um aumento significativo no grupo tratado com
DMBA/TPA/veneno aos 80 e 120 dias, correlacionando com o fenétipo de maior
multiplicidade de lesdes papilomatosas e com os efeitos da CTX aos 120 dias.

Quanto as células Tyd (CD3/Tyd) (Figura 13B) nao identificamos variacbes
significantes entre os grupos tratados dentro desta linhagem, somente uma diferenca
significativa quando comparada aos animais da linhagem AIRmin aos 80 dias de
tratamento.

Avaliamos também a presenca de células dendriticas convencionais (CD11c)
(Figura 13C) durante os 120 dias e verificamos que ocorreu um aumento significativo
dessas células aos 20 dias para os trés grupos de tratamentos contendo DMBA/TPA,
decaindo, em seguida, aos niveis basais.
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Ao analisar os animais da linhagem AIRmin, observamos que, apesar de
expressarem o gene Ahr de alta afinidade do receptor AHR para o desenvolvimento
de carcinogénese cutanea, notamos que nem a populacdo de neutréfilos
(GR1/CD11b), nem as células linfocitarias Tyd (CD11c), apresentaram variacfes
significantes em seus niveis ao longo dos diferentes tempos. Isso também ocorreu
nas células dendriticas convencionais (Figura 13D, E e F).

Especificamente, quando consideramos os tratamentos realizados utilizando a
CTX epicutanea e o veneno, ndo identificamos alteracdes notaveis nos valores
celulares ao longo da cinética impossibilitando qualquer destaque importante.

Isso sugere que, embora esses animais tenham uma predisposi¢cdo genética
para a carcinogénese cutanea, os tratamentos mencionados néo influenciaram de
maneira significativa na dindmica das diferentes populacdes celulares consideradas

durante o periodo estudado.
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Figura 13 - Representacédo grafica da populagéo celular dos camundongos AIRmax
(—) e AIRmin (—) nos tratamentos com DMBA/TPA, CTX ou veneno ao longo dos
diferentes tempos de experimentacdo. (A e D) Neutréfilos — Gr1/CD11b; (B e E)
Linfécitos Tyd; (C e F) Células dendriticas. #Diferenca entre acetona x DMBA;
*Diferenga entre DMBA x outros; dVeneno x outros; ?Diferenca entre AIRmax e
AIRminN.
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4.6.1 Avaliagao dos Papilomas

Para avaliar a acao topica ou subcutanea da CTX no desenvolvimento das
lesbes papilomatosas, foram estabelecidos os seguintes grupos de camundongos
AlRmax e AIRmin: G1 (Acetona/PBS1x), G2 (DMBA/TPA), G3 (DMBA/TPA/CTX®M) e
G4 (DMBA/TPA/CTXstub), A CTXeP' foi aplicada na concentracdo de 320ug/Kg,
enguanto a CTXs' foi administrada em 0,82ug por animal, de acordo com o descrito
no item 3.7. Ambos os tratamentos receberam a aplicagdo somente uma vez por
semana durante todo o experimento. Ao longo de um periodo de 80 dias, monitoramos
0S animais para observar a formacéo de papilomas cutaneos.

As figuras 14A e 14B mostram, respectivamente, a incidéncia e a multiplicidade
de lesBes nos animais AIRmax apos a aplicacdo semanal de CTX®P e CTXs'®, Na
figura 14C mostramos as caracteristicas macroscoépicas das lesées ao longo do
tempo.

Notamos que os camundongos AIRmax do grupo G2 comecaram a apresentar
lesbes cutaneas passados 53 dias do inicio do tratamento, enquanto os animais dos
grupos G3 e G4 mostraram sinais de lesbes mais tardiamente, aos 60 e 67 dias,
respectivamente. Ao analisarmos a figura 14B, observa-se que, no tempo de 70 dias,
ha diferencas consideraveis na multiplicidade de lesdes entre os grupos G1 e G2.
Notavelmente, o grupo de controle positivo (G2) exibiu uma quantidade
significativamente maior de lesbes em comparacdo ao grupo de controle negativo
(G1). Além disso, identificamos diferencas marcantes entre os grupos G2 e G3 onde
o grupo tratado com CTX®P (G3) apresentou uma quantidade de lesdes
significativamente inferior em comparagao ao grupo que recebeu somente DMBA/TPA
(G2). Em todas as observacbes, o grupo G2 revelou a maior multiplicidade de
papilomas em relagcdo aos demais, entretanto o grupo que recebeu a CTX3' (G4) se
equiparou, em valores de incidéncia (Figura 14A), por volta dos 70 dias de tratamento.

No final do experimento, aos 80 dias, as diferencas de incidéncia e
multiplicidade se tornaram ainda mais evidentes entre o grupo G2 e os demais,
especialmente, o grupo que recebeu a aplicacdo da CTX®"' apenas uma vez por
semana, apresentando valores de multiplicidade significativamente inferiores em

comparacao ao controle positivo com DMBA/TPA.
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Na figura 14C, observamos que os animais do grupo G3 apresentaram lesdes
em tamanho e quantidade menores em comparacdo ao G2 e ao G4, que
apresentaram les6es em maiores propor¢cdes. Esses resultados sugerem que a
aplicacdo da CTX®P' uma vez por semana, durante todo o tratamento, pode impactar
na diminuicdo do numero de lesdes papilomatosas e atrasar a progressao
macroscopica de carcinomas de pele provocados pelo carcinbgeno DMBA. Em
contrapartida, a utilizagdo da CTXs® ndo mostrou a mesma eficacia, quando

consideramos o aspecto macroscoépico das lesdes.

Figura 14 - A) Incidéncia e B) Multiplicidade de lesbes de camundongos AIRmax
tratados com Acetona, DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX®" ou DMBA/TPA/CTXs" uma
vez por semana por um periodo de 80 dias e, C) Representacbes das lesdes
desenvolvidas no dorso dos animais aos 80 dias de tratamento. *DMBA/TPA X
Acetona; #DMBA/TPA x DMBA/TPA/CTXeP; &CTXePl x CTXsU, Considerando
significante quando p<0,05, teste ANOVA.

Aplicacdo da CTXePi e CTXSUP 1x por

semana

AlIRmax

109 1004

©

[or]

o
1

Multiplicidade
)
o
1

Incidéncia (%)
N
?

N
o
1

o

O &
2

Dias
-o- Acetona -= DMBA/TPA -+ DMBA/TPA +CTX EPI -¥- DMBA/TPA +CTX SUB



59

DMBA/TPA/CTXepi

—

DMBA/TPA/CTXsub
-~

\\

-

!

Nos camundongos AIRmin, notou-se que 0 grupo submetido a aplicacao
subcutanea da CTX (G4) apresentou, em seus estdgios iniciais, uma incidéncia
(Figura 15A) de lesdes superior em comparagdo aos demais tratamentos. Esta
incidéncia foi particularmente mais alta quando comparada ao grupo que recebeu a
CTXep!,

Aos 80 dias, constatamos que a prevaléncia de lesdes nos grupos G2 e G4
alcancou a marca de 100% de animais acometidos. Por outro lado, no grupo G3 houve
uma menor incidéncia quando comparado ao total de animais. Tal distingdo também
se fez presente na analise da multiplicidade de papilomas, como ilustrado na figura
15B.

Os camundongos tratados com CTXs!0 (G4) exibiram, a partir do 70° dia, uma
média de papilomas superior em relagdo aos demais grupos, principalmente em
relacdo ao grupo que recebeu a CTX®P (G3).

Na figura 15C, estdo representadas as lesdes desenvolvidas pelos animais
dessa linhagem ao decorrer do periodo de 80 dias. Observa-se que nenhum animal
em nenhum dos grupos estudados apresentou lesBes macroscopicas que se

assemelham a carcinomas.
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Figura 15 - A) Incidéncia e B) Multiplicidade de lesdes de camundongos AIRmin
tratados com Acetona, DMBA/TPA, DMBA/TPA/CTX®P ou DMBA/TPA/CTXS" uma vez
por semana por um periodo de 80 dias e, C) Representacbes das lesdes
desenvolvidas no dorso dos animais aos 80 dias de tratamento. Os dados estdo
expressos como média para valores de porcentagem e média tEPM. *DMBA/TPA x
Acetona; #DMBA/TPA x DMBA/TPA/CTX®P. Considerando significante quando
p<0,05, teste ANOVA.

Aplicacdo da CTXePi e CTXSUP 1x por
semana
AIRmMiInN

101 100
804
604

40-

Multiplicidade
Incidéncia (%)

0 L
ORI

)
? %

Fonte: autoria propria.



61

4.6.2 Anadlise Histologica

Nas andlises histolégicas dos animais AIRmax, observamos, na figura 16A, aos
20 dias, proliferacdo leve das células epiteliais glandular e processo inflamatorio
seguido de reparo tecidual leve, marcado pela presenca de fibroblasto. Na figura 16B,
onde foi aplicado o DMBA/TPA, o processo foi mais intenso com a progressao
acentuada de processo ulcerativo e neoplasico observando neovascularizacdo e
metaplasia grave e areas de necrose intensa acompanhadas de figuras mitéticas e
células atipicas.

Ja na figura 16C, onde os animais foram tratados com CTXS', as andlises
mostraram um processo inflamatério crénico no 40° dia, acompanhando de um
processo de reparo tecidual que se intensifica no 80° dia sem a presenca de processo
ulcerativo, com proliferacdo moderada do epitélio glandular como forma de
estabelecer a histofisiologia do tecido.

Ja na linhagem AIRmiIn, a figura 17A, apresenta no 20° dia, proliferacdo
moderada do epitélio glandular e no 40° dia hd um processo inflamatério seguido de
reparo tecidual marcado pela presenca de fibroblastos e producdo de colageno,
intensificando no 80° dia.

Na figura 17B, caracterizada pelo tratamento de DMBA/TPA, 0 processo
apresentou hiperplasia leve da epiderme e das células do epitélio glandular, com
proliferacdo leve e metaplasia de células epiteliais com inicio aos 20 dias,
intensificando de forma progressiva aos 40 e 80 dias.

O tratamento com CTXs, figura 17C, mostrou menor eficacia no controle da
tumorigénese nessa linhagem, desenvolvendo no 80° dia um processo ulcerativo e
pré-neoplasico.

Ademais, o tratamento com CTX®P, figuras 16D e 17D, ndo mostrou efeito
terapéutico em nenhum dos tempos experimentais e ndo foi significativo entre as
linhagens. Por fim, os valores do score patologico, apesar de ndo serem significativos
estatisticamente entre os grupos ou linha temporal, mostra reducéo dos valores nos
grupos que receberam a CTXs* nas duas linhagens estudadas. Além disso, a inducéo
da tumorigénese pelo DMBA/TPA no tecido cutaneo de AIRmax e AIRmin, revelou um

processo ulcerativo e pré-neoplasico com intensidades distintas entre as linhagens.
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Figura 16 - Efeito terapéutico da CTX na tumorigénese de pele em camundongos da
linhagem AIRmax induzida por DMBA e TPA. (a) Acetona; (b) DMBA/TPA; (c)
Crotoxina administrada por via subcutanea (DMBA/TPA/CTXs'): (d) Crotoxina
administrada por via epicutanea (DMBA/TPA/CTX®P) e (e) Score patoldgico baseado
nas seguintes métricas: 0 — tecido normal; 1 — inflamacé&o croénica, ulceragéo, atrofia
ou hiperplasia; 2 — atipia celular, metaplasia ou célula em estagio de mitose; 3 —
displasia; e 4 — carcinoma positivo. A evolugdo da tumorigénese, bem como a
ocorréncia de lesdes pré-cancerosas e cancerigenas foram comparadas no quesito
temporal e experimental dentre os tratamentos. Ponta da seta = proliferacéo de célula
do epitélio glandular; Reparo tecidual = Rep; Setas = proliferacdo da epiderme;
Necrose = Ne; Hemolise = He; Angiogénese= *. Coloracdo de H&E. Barra 10-50 pm.
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Figura 17 - Efeito terapéutico da CTX na tumorigénese de pele em camundongos da
linhagem AIRmin induzida por DMBA e TPA. (a) Acetona; (b) DMBA/TPA; (c)
Crotoxina injetado por via subcutanea (DMBA/TPA/CTXst): (d) Crotoxina aplicada
epicutaneamente (DMBA/TPA/CTX®P); e (e) Score patoldgico baseado nas seguintes
métricas: 0 — tecido normal; 1 — inflamacgé&o crénica, ulceracao, atrofia ou hiperplasia;
2 — atipia celular, metaplasia ou célula em estagio de mitose; 3 — displasia; e 4 —
carcinoma positivo. A evolugédo da tumorigénese, bem como a ocorréncia de lesdes
pré-cancerosas e cancerigenas foram comparadas no quesito temporal e
experimental dentre os tratamentos. Ponta da seta= proliferacdo de célula do epitélio
glandular; Reparo tecidual = Rep; Setas = proliferacdo da epiderme; Necrose = Ne;
Hemolise = He; Angiogénese = *. Coloracado de H&E. Barra 10-50 pum.
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4.6.3 Imunofenotipagem das células CD3*Tyd* extraidas da pele

Uma avaliacéo geral da populacéo de linfécitos CD3*Tyd" revelou haver uma
grande variabilidade, mascarando qualquer diferenca ou associacdo significativas
com os efeitos dos diferentes tratamentos, exceto no periodo de 20 dias na linhagem
AIRmin onde os animais tratados com DMBA/TPA apresentaram niveis superiores
dessa populacédo em relacdo aos demais (Figura 18).

Deste modo, abordamos uma estratégia que diferencia as subpopulacdes de

células linfocitarias Tyd em: Tyd"dh e Tyd'ow,
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Figura 18 - Representagéo grafica da populagédo de linfécitos Tyd (CD3*Tyd") nos
camundongos AIRmax (—) e AIRmin (—) nos tratamentos com DMBA/TPA, CTX ou
veneno ao longo dos diferentes tempos de experimentacdo e nos diferentes modelos
de tratamento; *Diferenca entre DMBA x outros.
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Identificamos duas subpopulacgées de linfécitos Tyd, Tyd"d" e Tyd'°%, conforme
estratégia representada na figura 9. Cada uma dessas subpopulacdes desempenha
funcdes distintas dentro do microambiente tumoral e podem interferir quanto ao
progresso ou regressdo dos carcinomas (Zhao et al., 2018), porém, seus papéis

individuais nao foram totalmente diferenciados neste estudo.
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Para tal, avaliamos a presenca dessas populagdes celulares na pele dos
camundongos AIRmax e AIRmin nos tempos de 20, 40 e 80 dias ap0ds o inicio do

tratamento. Investigamos também a populagao de linfécitos convencionais Tap.

Conforme os dados apresentados na figura 19, verificamos uma diminuicédo
significativa na proporgdo das células Tyd"d" provavelmente devido a migracéo
dessas células para outros sitios. Este fato € notavel para ambas as linhagens
estudadas submetidas ao tratamento com DMBA/TPA, em relacdo aos animais do

grupo controle negativo (G1), que receberam apenas acetona/pbs.

Em sentido contrario, a proporcédo das células Tyd"°" nos camundongos das
duas linhagens tratados com DMBA/TPA, aumentou significativamente em relacao
aos grupos controle (G1). Comparativamente nas duas linhagens, verificamos que nos
animais AIRmin essas células mantiveram niveis significativamente mais elevados até
os 80 dias de andlise. No que concerne a uma possivel modulacéo das células Tyd'o¥
pelos tratamentos, verificamos que somente nos AIRmin e aos 80 dias a CTX
administrada por via sub-cutanea atuou diminuindo sua propor¢cdo. De maneira

oposta, o tratamento epicutaneo da CTX fez aumentar essa populacéo celular.

Ao analisar os resultados das células T com TCRap, verificamos que esta
populacdo é a predominante na pele das duas linhagens, independente do tratamento.
No entanto, essas células apresentam, ao menos quanto sua localizagéo, alguma
resposta ao tratamento com DMBA/TPA, com um pequeno e significativo aumento em
sua populacdo aos 80 dias de avaliacdo. Neste periodo, verificamos na linhagem

AIRmin um aumento significativo dessas células em resposta a CTXSu,
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Figura 19 - Representacdo gréfica da populagao celular de linfocitos Tyd e Tap,
respectivamente, dos camundongos AIRmax (azul) e AIRmin (vermelho) nos
tratamentos com DMBA/TPA, CTX®P x ou CTXS ao longo dos diferentes tempos de
experimentacédo. *Diferenca significante.
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Para investigar a possivel correlacdo entre o numero de lesdes papilomatosas
e as subpopulagbes celulares dos linfécitos Tyd, conduzimos uma analise de

correlacdo (Figura 20) entre esses dois parametros.
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Com base nesse estudo, determinamos que, quando se trata da populacéo de
células Tyd'%, ambas as linhagens ndo mostraram correlagdes significativas entre a
multiplicidade de lesbes e a porcentagem de células. Por outro lado, ao examinar as
células Tyd"9", observamos uma correlagdo inversa em termos de nimero de lesdes:
a medida que a porcentagem de Tyd"9" aumenta, a multiplicidade das lesdes tende a
diminuir. Entretanto, € necessario considerar que 0s animais que apresentam maior
concentragdo de Tyd"9" sdo aqueles que foram tratados apenas com acetona/pbs
(controle negativo) e que ndo desenvolvem nenhum tipo de lesdo. Em contrapartida,
todos os demais grupos que foram tratados e desenvolveram lesbes, exibiram uma

redugéo consideravel na populacéo de células Tyd"",

Figura 20 - Representacao grafica da correlagao das subpopulagdes de linfécitos Tyd
(Tyd"a/Tyd'") e lesdes papilomatosas nos camundongos AIRmax (¢) e AIRmin (°).
Significancia em AIRmax Tyd"9" p<0,0260 e Tydl°¥ p<0,9516; AIRmin Tyd"d" p<
0,0057 e Tyd'"" p<0,7051.
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Para consolidar e destacar as principais caracteristicas de todos o0s
experimentos relacionados a atividade da CTX nos protocolos adotados, elaboramos
um esquema para apresentar de maneira mais clara os resultados, representado pela
figura 21. Observamos que a CTX no protocolo de DMBA 5x, a concentracdo de
320ug/Kg foi a unica que apresentou modulagdo, sendo assim, determinamos a
utilizacao dessa concentragao nos experimentos subsequentes. No protocolo de dois
estagios (DMBA/TPA) onde a CTX foi aplicada duas vezes, bem como o veneno,
vimos que a utilizacdo da CTX e/ou veneno mostrou modular com mais intensidade a
progressdo de lesBes tumorais nos animais da linhagem AIRmax, e no ultimo
protocolo (DMBA/TPA), onde foi utilizada a CTX epicutanea apenas uma vez por
semana, igualmente a administracdo subcutanea, observamos uma modulacdo na
multiplicidade de lesGes por parte da CTX®" em ambas as linhagens, e um reparo na
histofisiopatologia tecidual nos animais que receberam a CTXs'® principalmente na
linhagem AIRmax. E importante ressaltar que, apesar dos animais da linhagem
AIRmin terem apresentado um processo pré-neoplasico na administracédo

subcutanea, isso ndo determina uma malignidade tumoral.

Figura 21 - Esquema resumido da atividade da CTX em todos os protocolos utilizados.
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5 DISCUSSAO

O sistema imunoldgico consiste de uma gama de processos especificos e ndo
especificos que estdo relacionados com a prote¢édo do organismo por meio de células
especializadas que liberam mediadores quimicos, citocinas e que participam
ativamente da vigilancia imunoldgica (Pandya et al., 2016). Neste contexto considera-
se a reacdo inflamatéria como a primeira linha de defesa do organismo e esta
envolvida em diferentes patologias. A inflamacao quando duradoura, periodo crénico,
pode representar um fator de risco para o desenvolvimento e progressdo de
neoplasias (Chow et al., 2012). Pressupfe-se que 25% dos tumores malignos estejam
associados a inflamacéo crénica gerada devido a infec¢cdes ou exposicdo a agentes
quimicos cancerigenos. Mesmo aqueles tumores que ndo sdo ocasionados por uma
relacdo direta com inflamacdo, possuem caracteristicas leucocitarias e mediadores
inflamatorios no microambiente tumoral (Balkwill; Montovani, 2012).

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o cancer de pele é o que mais
acomete homens e mulheres no pais, podendo ter seu inicio fomentado por diversos
fatores, entre eles a exposi¢cdo a substancias toxicas como os HPA presentes no
ambiente. Esses compostos contribuem para o desenvolvimento de muitas doencas,
visto que, tem a capacidade de induzir a inflamag&o e o estresse oxidativo (Zhang,
2020). Com o proposito de elucidar os mecanismos subjacentes a carcinogénese
cutanea induzida pelo agente cancerigeno DMBA, realizamos estudos experimentais,
bem como, uma analise prospectiva dos efeitos imunossupressores da CTX na
regulacdo da progressao da carcinogénese cutanea em camundongos AIRmax e
AIRmin, utilizados devido a sua caracterizacao fenotipica de diferencas em relacao a
resposta inflamatdria aguda.

Segundo Biozzi e colaboradores (1998), essas linhagens apresentam
diferencas em relacdo a resisténcia e susceptibilidade aos efeitos toxicos causados
pelo DMBA. Como ja mencionado, esses animais apresentam polimorfismo no gene
Ahr que lhes confere diferentes afinidades do receptor de Hidrocarbonetos Aromaticos
(De Souza et al., 2009).
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Assim, a fim de induzir o aparecimento de lesdes papilomatosas cutaneas,
utilizamos DMBA como agente indutor, em dois protocolos distintos, e a CTX como
um possivel agente modulador de carcinogénese.

A CTX é retratada como uma toxina que possui efeitos imunossupressores e
anti-inflamatoérios prolongados. Esses estdo relacionados com a liberacdo de
mediadores inflamatdrios e também com a ativagdo do Receptor Peptideo Formil
(FPR) (Sampaio et al., 2006). A CTX exibe efeitos supressores da resposta imune
humoral contra antigenos heterdlogos (Favoretto, 2011) e também inibe colite quando
testada em camundongos utilizados como modelo de inflamagé&o intestinal aguda
induzida por TNBS (Almeida, et al., 2015). A CTX foi capaz de modular a ativacédo de
células dendriticas derivadas de medula 6ssea estimuladas com LPS in vitro bem
como inibido a expresséo de moléculas co-estimuladoras e secrecédo de citocinas proé-
inflamatdrias, além da proliferacdo de linfocitos T em ensaios de MLR ou em
camundongos imunizados com OVA (Freitas, et al., 2018; Freitas et al., 2021).

Com relacdo a carcinogénese, muitos estudos tém apontado o papel da
crotoxina como agente anti-tumoral, embora a grande maioria deles utilizem células
de linhagens tumorais como alvo. Por outro lado, tentativas de avaliar a acdo da
crotoxina in vivo tém proliferado e, mais recentemente, um estudo experimental em
modelo animal demonstrou o controle ou remissdo de tumor de boca (Da Rocha et al.,
2023)

Considerando esses estudos que classificam a CTX como um agente
imunomodulador ou anti-tumoral importante, iniciamos nossos estudos com esta
toxina para avaliar seu papel no controle de tumorigénese cutanea em camundongos
geneticamente sensiveis a inducéo de carcinogénese de pele.

Inicialmente produzimos o soro de camundongo anti-CTX para ser utilizado na
deteccdo da CTX na pele em experimentos com diferentes doses a fim de avaliar, por
ELISA, sua presenca nas camadas da pele por imunohistoquimica.

Sabe-se que a CTX quando utilizada em grandes concentragdes possui a
capacidade de bloquear os sinais neuromusculares e ocasionar letalidade in vivo
(LANDUCCI et al., 1995). Entretanto, como nao ha na literatura estudos sobre sua
letalidade (DL50) quando aplicada epicutaneamente (tOpica), mostramos que 0s
animais AIRmax e AIRmin suportam doses altas de até 1.280ug/kg sem causar

gualquer tipo de lesdo ou toxicidade. Por meio desse experimento optamos pelas
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concentracbes de 320ug/kg e 1.280ug/kg, doses intermediaria e alta para serem
utilizadas nos experimentos de modulacdo dos papilomas.

Para dar inicio aos experimentos, utilizamos o protocolo de tratamento com
DMBA de 5 aplicacdes consecutivas como descrito por De Souza e colaboradores
(2009), por ser um protocolo que induz o aparecimento de lesdes papilomatosas em
curto espaco de tempo. Com esse experimento pudemos analisar que o fendtipo de
menor ou maior susceptibilidade ao carcindgeno de pele se manteve nos animais das
duas linhagens analisadas e em todas as concentracdes utilizadas (De Souza, 2009).

Ao realizar o experimento com a concentragéo de 1.280ug/Kg, nenhum animal
da linhagem AIRmax apresentou papilomas, inclusive no grupo tratado apenas com
DMBA, logo, neste caso, ndo conseguimos avaliar uma possivel modulacéo pela CTX.
No entanto, na dose de 320ug/kg observamos diferencas na incidéncia de lesdes no
grupo que recebeu a CTX uma vez por semana por trés semanas consecutivas, pos
DMBA e os animais da linhagem AIRmin apresentaram um numero menor de
papilomas no grupo correspondente, nos levando a escolher a dose de 320ug/kg para
ser utilizada nos experimentos subsequentes. Além disso, interpretamos que a CTX
pode levar a efeitos opostos nesses animais de linhagens diferentes, abrindo a
possibilidade também de investigacdo para um possivel polimorfismo no gene do
receptor FPR.

Ao analisar a celularidade da pele desses animais, observamos que ndo houve
variacdes significantes em relacdo ao controle positivo tratado apenas com DMBA.
Isto pode ter ocorrido devido ao fato de termos avaliado num periodo tardio apo6s a
inducao.

Considerando que o protocolo de DMBA5x ndo mostrou diferencas
significativas com a utilizacdo da CTX, optamos por utilizar um segundo protocolo de
dois estagios com inducéo pelo DMBA e promocao da inflamacgéo pelo TPA. Muller e
colaboradores (2008) mostraram que o TPA, quando utilizado em conjunto com o
DMBA em um protocolo de duas etapas foi capaz de promover uma intensa
reatividade inflamatoria, pois age como agente promotor da inflamagéo, facilitando o
crescimento de mais lesdes papilomatosas em associacdo ao carcinégeno. Esse
modelo representa seguramente o desenvolvimento de tumores de pele, podendo ser
analisados em varios estagios desde a iniciacdo, promoc¢ao até a progressao tumoral
(Wang et al., 2016).



74

Neste segundo protocolo, DMBA/TPA, com duracéo de 120 dias, introduzimos
0 uso do veneno bruto e da CTX de forma epicutanea nas aplicacdes subsequentes
para avaliar se ocorria alguma modulacéo devido a CTX ou ao veneno, baseando nos
estudos de Al Asmari; Khan (2016). Estes autores obtiveram resultados positivos de
inibicdo utilizando o DMBA como indutor carcinogénico e um outro promotor
inflamatorio, 6leo de créton, em um estudo sobre a utilizacdo do veneno de escorpido
contra a tumorigénese de pele.

Em nossos experimentos observamos que os animais da linhagem AIRmin
desenvolveram lesdes papilomatosas em todos 0s grupos tratados, exceto no controle
negativo (acetona). Este resultado demonstrou que, de fato, o protocolo de inducéo e
promocdo em dois estagios foi bem-sucedido, pois foi possivel observar lesbes
papilomatosas confirmando o fenétipo de sensibilidade dos animais AIRmMin em
desenvolver papilomas na vigéncia da promocéo pelo TPA (Biozzi et al., 1998a). Vale
ressaltar que apesar do aparecimento papilomas, nenhum animal tratado desta
linhagem, apresentou lesGes que se assemelhavam visualmente a carcinomas.

Ao analisar as populacdes celulares, os animais dessa linhagem nao
apresentaram valores elevados de infiltrados inflamatérios no inicio do experimento
provavelmente devido ao seu fendtipo selecionado resposta inflamatéria aguda
minima. Em contrapartida, apresentaram altos valores de linfécitos Tyd,
principalmente no periodo de 80 dias de avaliacdo, sugerindo uma possivel
modulacao celular nesses linfocitos.

Considerando que estudos mostram que os linfocitos Tyd possuem diversas
subpopulacdes e podem ser classificadas como reguladoras negativas ou efetoras de
tumor (Zhao et al.,, 2018), entendemos que possivelmente tenha ocorrido um
mecanismo de ativacdo antitumoral, visto que, essas células possuem plasticidade e
podem ser polarizadas em células que produzem IFN-y, por exemplo, regulando o
microambiente tumoral (Zhao et al., 2018).

Ja em relacdo aos animais da linhagem AIRmax, neste protocolo de
DMBA/TPA, observamos o desenvolvimento de lesdes visualmente tumorais. Este
fendbmeno também foi evidenciado em todos os grupos tratados, com excecao no
controle negativo (acetona). Entendemos que o fato desta linhagem ter desenvolvido
leses de cunho tumoral pode ter sido devido ao fato de sua resposta inflamatéria

aguda ser maxima (AIRmax), logo, com a aplicacdo do promotor inflamatério
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consecutivamente por um periodo prolongado sugere-se uma maior predisposi¢do a
formacao de carcinomas cutaneos nessa linhagem.

Ao analisar a multiplicidade e incidéncia das lesdes nos AIRmax, notamos que
0s grupos que foram tratados com CTX ou veneno apresentaram valores equivalentes
ao controle positivo, e visualmente, as lesbes se assemelhavam a carcinomas. Desta
forma, os efeitos modulatérios da CTX ou veneno, sobre essas condi¢des aplicadas,
parecem intensificar os efeitos citotoxicos do DMBA/TPA, pois ndo apenas deixam de
inibir a formacao de papilomas, mas também aceleram o processo de carcinogénese.

Quando foram analisadas as populacdes celulares, constatamos que 0s
animais tratados apresentaram inicialmente um aumento significante de células
neutrofilicas, demonstrando que, de fato, a inflamacao inicial foi bem-sucedida nessa
linhagem que possui resposta inflamatéria aguda maxima. No entanto, as variacdes
celulares observadas nesses animais foram mais pronunciadas nos grupos tratados
com CTX ou veneno, indicando que esses componentes podem ter exercido uma acao
imunomoduladora, levando a uma resposta celular variavel nessa linhagem.

Quanto aos linfécitos Tyd, os animais AIRmax apresentaram valores opostos
em relacdo a outra linhagem estudada, pois apresentaram uma queda no namero
dessas células aos 80 dias. Dessa forma, entendemos que assim como esses
linfécitos Tyd podem ter atuado de maneira antitumoral com os animais AIRmin, agora
com essa linhagem seus efeitos podem estar sendo opostos e atuando como
facilitadoras tumorais (Zhao et al., 2018).

Em relacdo a essas células, uma de suas subpopulagdes €& a Tregyd,
responsavel por manter a tolerancia imunologica e, por sua vez, é capaz de promover
o crescimento tumoral. Outra subpopulacdo sdo as células T17yd que fazem parte
das células reguladoras com efetividade pro-inflamatoria por induzirem a producéo de
IL-17 (Zhao et al., 2018). Foi visto que essas células podem contribuir para o
desenvolvimento de tumores por meio da promocdo da angiogénese em
camundongos (Wu, 2014). Assim, hipotetizamos que a CTX e 0 veneno podem
modular essas células de maneira oposta nas duas linhagens a despeito da presenca
do alelo Ahr da alta (b1) ou baixa (d) afinidade.

No que diz respeito as células dendriticas, vimos que o0s animais AIRmax
apresentaram uma quantidade superior principalmente nos grupos que receberam a
CTX e o veneno logo aos 20 dias. Isso sugere que as células dendriticas podem atuar

de maneira sinérgica as Treg nos dias iniciais, favorecendo o crescimento tumoral nos
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animais AIRmax, visto que, as células dendriticas disp6em de habilidades
imunoestimuladoras relacionadas a atividade tumoral (Jang, 2016).

Portanto, entendemos que a CTX e o veneno aplicados epicutaneamente
nesse modelo de protocolo por inducéo duas vezes semanais, estejam induzindo uma
modulacédo celular nessas diferentes linhagens no sentido de uma possivel promoc¢éao
de lesBes tumorais durante a vigéncia do estimulo com DMBA/TPA. Assim,
consideramos importante o estudo para salientar o papel da CTX na polarizacdo das
populacdes celulares em AIRmax e AIRmin.

Com base nos estudos anteriores, conduzimos novos experimentos
modificando a aplicacdo da CTX. Neste novo protocolo de dois estagios, aplicamos a
CTX por via epicutanea apenas uma vez por semana ou administramos a dose
subcutanea durante o periodo de 80 dias. Estudos como os de Nunes e colaboradores
(2007) mostraram que com uma Unica dose do veneno de Cdt provoca um efeito anti-
inflamatério duradouro no edema da pata e na migracdo celular causada pela
carragenina em camundongos. Da mesma forma, o uso de uma uUnica dose de CTX,
administrada antes ou apds a injecdo de carragenina, diminuiu o edema da pata e
suprimiu a migracdo celular (Nunes et al., 2010). A atividade anti-inflamatoria esta
relacionada também a sua acdo em neutrofilos, onde hd uma atenuacéo da expressao
de moléculas de adesao e secrecao de citocinas (Nunes et al., 2010, 2011). Embora
muitas pesquisas destacam os efeitos anti-inflamatérios desta toxina, em nossos
estudos observamos que uma dose epicutanea de CTX aplicada semanalmente nao
gerou diferencgas notaveis na inflamacéo, uma vez que alguns animais foram passiveis
do desenvolvimento de dermatites topicas.

Analisando os dois protocolos de aplicacdo observamos que ao aplicar a CTX®P!
uma vez por semana, ocorreu uma inibicdo na progressdo de papilomas para
carcinomas, sendo o oposto quando as aplicacdes eram realizadas duas vezes
semanais. Este fato foi observado em ambas as linhagens estudadas, mas foi
particularmente notavel nos animais da linhagem AIRmax. Esses animais ao
receberem a CTXe®P apresentaram diferencas visualmente claras em relacdo a
progressao tumoral tanto pela quantidade de animais acometidos por lesbes, quanto
pela multiplicidade delas. No entanto, a administragdo da dose por via subcutanea
resultou em valores elevados em relacdo aos parametros de multiplicidade e,

sobretudo, incidéncia, apresentando valores equiparaveis ao controle positivo sem
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qualquer efeito inibitério assemelhando-se aos efeitos da CTX epicutanea aplicada
duas vezes semanais e ao veneno no protocolo anteriormente utilizando.

Nos animais da linhagem AIRmin, notamos que a aplicagdo da CTX®" uma vez
por semana resultou também em um menor nimero de animais afetados e uma
multiplicidade reduzida em comparacgéo aos demais grupos tratados ao longo de todo
estudo. No entanto, ao avaliar a dose subcutanea, esta aparentemente intensificou os
parametros de incidéncia e multiplicidade de lesGes, sem evidenciar qualquer eficacia
em inibir o surgimento de lesdes.

No contexto apresentado, € provavel que o mecanismo de a¢do primordial da
CTX seja mesmo o imunomodulador. A literatura cita diversos efeitos modulatérios
como € mencionado por Cardoso e Mota (1997), que camundongos tratados com CTX
e imunizados com HSA ou OVA tiveram uma producdo reduzida de anticorpos.
Adicionalmente, a CTX inibiu a proliferacéo de células esplénicas induzidas por Con-
A (Cardoso et al., 2001) e evidenciou a capacidade de suprimir células do sistema
imune, como linfécitos circulantes, quando administrada subcutaneamente em ratos
(Zambelli et al., 2008) reforcando seus efeitos imunomoduladores. Assim, ao alinhar
esses dados com nossos achados, supomos que possa ter ocorrido hovamente uma
imunomodulacédo principalmente nas células linfocitarias que participam do processo
de progressao tumoral (Dao, V. et al., 2016; Whiteside, T.L. 2014; Rosenberg, S. A.,
et al., 2005).

Um elemento que pode ter contribuido para a disparidade em relacdo a
progressdo tumoral nos diferentes protocolos utilizados sdo os linfécitos Tyd,
justamente pela sua capacidade de polarizagdo como previamente citado por Zhao et
al (2018). Em nossos ultimos estudos foi possivel identificar duas subpopulacfes que
caracterizamos como Tyd"9" e Tyd'°", como descrito por Yokobori et al (2009) e Dao
et al (2016). Em um estudo conduzido por Dao et al (2016) que empregou o protocolo
DMBA/TPA para indugcdo da carcinogénese cutanea e a rapamicina (eRapa) como
agente anticancerigeno, foi revelado que os impactos desta dependem da ativagéo
das células Tyd. Esse processo fez com que a eRapa intensificasse as propriedades
antitumorais associadas a perforina. Adicionalmente, o estudo indicou que a citocina
IFN-y fomenta a migragéo, ativacdo e citotoxicidade de células Tyd epidérmicas,
influenciando ainda na expressdo de células T e na indugdo de ligantes, como o
receptor de quimiocinas CXCR3, crucial no direcionamento de linfécitos. Portanto, o

estudo mostrou que o IFN-y foi capaz de recrutar a subpopulagédo de Tyd'°¥ para a
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epiderme auxiliando a eRapa para promocédo dos efeitos anticancerigenos. Com a
presenca de CXCR3 nas células Tyd"°", estas foram identificadas como
potencialmente defensoras contra o cancer de pele induzido por DMBA/TPA, dado
que recrutam células T antitumorais para a regido, otimizando a defesa contra o
crescimento tumoral.

Em outro estudo sobre a expressdo de CD3 e seus subconjuntos na
tuberculose pleural, as analises mostraram que a expressao de perforina determinada
ex vivo no sangue periférico foi maior nas células Tyd"d" em contrapartida, a
porcentagem de Tyd'°" se apresentou maior nas analises de CD107a* (Yokoboi et al.,
2009), um marcador funcional para células natural killer (NK) (Alter; Malefant; Altfeld,
2004). Isso indica que, em nossos estudos, as células Tyd"9" podem desempenhar
um papel na manutencdo e homeostase, uma vez que, nos animais controle
observamos um aumento em sua porcentagem celular. Contudo, com a inducao da
carcinogénese pelo DMBA/TPA, a queda dessa populacdo sugere uma possivel
reducdo de sua funcéo regulatéria, enquanto as células Tyd'°" e TCD8* (representada
por TaB) apresentaram um crescimento, indicando possivelmente uma tentativa de
resposta antitumoral, observada tanto na administragcdo epicutanea, quanto na
subcutanea, apesar desta nao ter apresentado resultados promissores em relacao as
lesbes macroscopicamente. Essas constatacdes foram identificadas nas duas
linhagens estudadas.

O fato da aplicacdo da CTX®? ter sido realizada apenas uma vez semanalmente
pode ter desempenhado um papel crucial na tentativa de exercer os efeitos
antitumorais das células Tyd. No entanto, ao administra-la duas vezes por semana,
pode ter ocasionado um efeito de modulagéo excessiva polarizando as células em um
estado pré-tumor, principalmente na presenca de TPA em animais com inflamacéo
aguda maxima.

A associacdo entre o numero de lesdes e linfocitos Tyd"d" apresentou
diferencas significativas que pudessem correlacionar & multiplicidade de lesdes com
a presenca ou auséncia dessa populacdo. Isso nos leva a supor que a CTX pode
influenciar a evolugdo do cancer de pele via células Tyd, nas suas subpopulacdes
TydMoh e Tyd'°" mas, ndo necessariamente o surgimento de lesées papilomatosas.
Essa suposi¢cao alinha-se com o estudo de Dao et al (2016), no qual o IFN-y se
mostrou essencial na prevengdo do cancer mediado pela eRapa, mas ndo para a

prevencao de papilomas.
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A andlise histopatoldgica da pele realizada do experimento de protocolo de dois
estagios DMBA/TPA revelou que a CTXs" inibe a evolucéo das lesGes cancerigenas
durante os 80 dias de tratamento com o carcindégeno, nas duas linhagens AIRmax e
AIRmin, corroborando dados da literatura sobre a propriedade anti-tumoral da CTX
(Da Rocha, 2023). Por outro lado, as aplicacdes de CTX®P' revelaram modulagdo
principalmente no nimero de lesGes e pouca ou nenhuma influéncia na gravidade das
mesmas. Este efeito sobre o numero de lesdes pode estar relacionado com a
propriedade anti-inflamatéria da CTX. Portanto, a depender da via de tratamento, o
efeito da CTX € passivel de variacao.

Em resumo, a aplicacao epicutanea da CTX duas vezes na semana, bem como
0 veneno e a administracdo subcutanea nao mostraram efeitos positivos no quesito
de desenvolvimento e progresséo de lesdes. Em contrapartida, a utilizagdo da CTXeP!
apenas uma vez por semana mostrou ter efeitos positivos no controle da multiplicidade
de lesdes, mas ndo na histopatologia. Porém, a o fato da administracao subcutanea
ter mostrado histologicamente efeitos positivos no estabelecimento da
histofisiopatologia do tecido, nos leva a considerar que a utilizacdo da CTX®F' e da
CTXs' se complementam em um possivel tratamento, dentro dessas condicGes
estudadas. Ademais, os estudos sobre as células linfocitarias e suas subpopulacdes

precisam ser mais aprofundados para possiveis efeitos terapéuticos futuros.
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CONCLUSOES

A CTX mostrou capacidade de penetracdo na pele por via epicutanea (topica);

O estudo revelou que as linhagens AIRmax e AIRmin apresentam diferencas
na susceptibilidade ao DMBA em todos os protocolos adotados. No entanto, o perfil
fenotipico ndo se manteve totalmente preservado, visto que, na segunda série
experimental com DMBA/TPA os animais AIRmax apresentaram maior
sensibilidade, apesar da presenca do alelo Ahr de baixa afinidade aos
hidrocarbonetos aromaticos.

Os potenciais efeitos da CTX na modulacdo do surgimento de lesbes
papilomatosas tornaram-se mais claros com a dose de 320ug/Kg, observado no
protocolo inicial de indu¢gdo com DMBA 5x.

As populacdes celulares apresentaram maior variabilidade no protocolo de dois
estagios, onde notamos que a utilizacdo da CTX em todas suas formas tende a
influenciar diretamente a populacgao linfocitaria e suas subpopulagdes Tydhih e
Tyd'"°"% com potencial modulador de tumorigénese.

No protocolo de dois estagios (DMBA/TPA) a utilizacdo da CTX bissemanal ou
veneno mostrou piorar os efeitos do carcindgeno, e a aplicacdo da CTX uma vez
por semana mostrou eficacia na inibicdo da progressdo tumoral das lesdes
macroscopicas, mas ndo histologicamente, ao contrario da administragcéo por via
subcutdnea que ndo apresentou mudancas no numero de lesdes ou
caracteristicas, mas exibiu nas analises histolégicas um perfil de

reestabelecimento tecidual positivo nas duas linhagens.
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