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RESUMO

ALEXANDRE ESTEVES, Rita. Avaliagao do papel da crotoxina na modulagao da
carcinogénese pulmonar induzida em animais fenotipicamente selecionados
para a resposta inflamatéria aguda. 2023. 83 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
- Toxinologia) — Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

O cancer é a principal causa de morte no mundo, sendo o cancer de pulmao o
responsavel pelo maior numero de o6bitos, seja por ser diagnosticado muitas vezes
num estagio tardio ou pela falta de métodos terapéuticos eficazes. A crotoxina (CTX)
€ o principal componente do veneno da cascavel (Crotalus durissus terrificus),
correspondendo a cerca de 60% da sua composi¢cado. Nos ultimos anos, tém sido
descritas as suas propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatérias e antitumorais,
sendo apresentada como uma possivel candidata para utilizagao terapéutica. Com o
intuito de estudar o papel regulador da CTX, foi induzida carcinogénese pulmonar por
injecao intraperitoneal de uretana (URT), em animais fenotipicamente selecionados
para resposta inflamatdéria aguda maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin). Do ponto de
vista genético, estes animais apresentam uma sensibilidade diferenciada a
tumorigénese pulmonar induzida por URT, relacionada a fixagao de alelos de efeitos
opostos no locus pas? (Pulmonary adenoma susceptibillity 1) durante o processo de
selecdo, com um alelo de suscetibilidade (pas7s) na linhagem AIRmin, e um alelo de
resisténcia (pas1’) na linhagem AIRmax. Considerando estas diferencas entre as
linhagens e os efeitos descritos da CTX, esses animais foram submetidos a diferentes
tratamentos com CTX e avaliados quanto a tumorigénese, no que concerne a
incidéncia e dindmica celular no pulmdo. Os resultados demonstraram que os
fendtipos de resisténcia e susceptibilidade estdo preservados entre as linhagens,
mesmo apods a administragdo da CTX. Adicionalmente, foram observados possiveis
efeitos moduladores da CTX, principalmente nas analises histopatolégicas nos grupos
de tratamento quando a CTX é aplicada 10 dias apds a administragcdo de URT na
concentracéo de 8 ug/kg e 16 pg/kg, assim como quando aplicada continuamente de
10 em 10 dias numa concentracéo de 8 ug/kg.

Palavras-chave: Uretana. Camundongo. Carcinogénese. Crotoxina. Pulmao.



ABSTRACT

ALEXANDRE ESTEVES, Rita. Crotoxin assessment as an induced-lung
carcinogenesis modulator in mice phenotypically selected for acute
inflammatory response. 2023. 83 p. Master’s thesis (Master’s degree in Sciences -
Toxinology) — Instituto Butantan, Sao Paulo, 2023.

Cancer is the main cause of death in the world, with lung cancer being responsible for
most of the deaths, either because it is often diagnosed at a late stage or due to the
lack of effective therapeutic methods. Crotoxin (CTX) is the main component of South
American rattlesnake venom, corresponding to about 60% of its composition. In recent
years, its immunomodulatory, anti-inflammatory, and antitumor properties have been
described, making it a new possible candidate for therapeutic use. In order to study
the regulatory role of CTX, lung carcinogenesis was induced by intraperitoneal
injection of urethane (URT) in mice phenotypically selected for maximal (AIRmax) or
minimal (AIRmin) acute inflammatory responses. From a genetic background, these
animals have different sensitivity to urethane-induced lung tumorigenesis due to the
fixation of alleles with opposite effects at the pas? locus (Pulmonary adenoma
susceptibility 1) during the selection process, with a susceptibility allele (pas7s) in the
AIRmin mice and a resistance allele (pas1’) in the AIRmax mice. Considering these
differences and the described effects of CTX, these animals were subjected to different
treatments with CTX and evaluated regarding their tumorigenesis in terms of incidence
and cellular dynamics in the lung. The results showed that the phenotypes of
resistance and susceptibility in the mice were preserved, even after CTX
administration. Additionally, possible modulatory effects of CTX were observed, mainly
in histopathologic analysis on the groups where CTX was administered 10 days after
tumor induction by urethane with a concentration of 8 ug/kg and 16 ug/kg, and also on
the treatment where CTX was administered every 10 days with a concentration of 8

pa/kg.

Keywords: Urethane. Mice. Carcinogenesis. Crotoxin. Lung.
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1 INTRODUGAO

1.1 Inflamagao e Cancer

O cancer € um dos maiores problemas de saude publica no mundo, assim como
uma das maiores barreiras face ao aumento da expectativa de vida. E responsavel
pelo maior nUmero de mortes prematuras antes dos 70 anos na maioria dos paises.
O seu desenvolvimento estd diretamente relacionado com o processo de
envelhecimento, com comportamentos prejudiciais & salde e mudancas ambientais
gue, consequentemente, aumentam a sua incidéncia e mortalidade (SANTOS et al.,
2023).

Em 2020, o cancer foi considerado a principal causa de morte no mundo, sendo
que apenas nesse ano, foi estimada uma média de 19,3 milhdes de novos casos e 10
milhdes de oObitos (SUNG et al., 2021). Em 2023, sdo estimados cerca de 704 mil
novos casos de cancer no Brasil, estando o cancer de pulmé&o entre 0os mais comuns
ao longo de todos os distritos federais, sendo mais predominante no Maranhdo, Piaui,
Ceara, Paraiba e Pernambuco (SANTOS et al., 2023).

O cancer de pulmé&o é considerado o tumor maligno com maior indice de
mortalidade, estando cerca de 80 a 90% dos casos deste tipo de cancer associados
aos carcinégenos liberados durante o uso de tabaco, seja como fumante ativo ou
passivo (NAKANO-NARUSAWA et al., 2021). Este tipo de cancer foi responsavel por
uma média de 1,8 milhdes de mortes no mundo em 2020, se apresentando como o
cancer mais comum entre homens e o terceiro mais comum em mulheres (LUO et al.,
2023; SUNG et al., 2021). Apesar desta diferenca entre os dois sexos, até 2035, é
estimado que os casos de cancer de pulmdo em mulheres aumentem, se igualando
ao numero de casos no sexo oposto, ou mesmo extrapolando esse numero (LUO et
al., 2023).
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Figura 1 — Incidéncia e mortalidade dos 10 tipos de canceres mais comuns em 2020, para ambos os
SEXOS.
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Fonte: Modificado de SUNG et al., 2021.

A desregulacdo de qualquer um dos fatores envolvidos no processo
inflamatorio, pode levar a anormalidades, e consequentemente a patogénese, algo
caracteristico de uma progressdo neoplasica. Numa fase inicial do processo
neoplasico, as células inflamatérias, juntamente com as citocinas e quimiocinas
presentes no microambiente tumoral, sdo promotoras tumorais bastante eficazes,
produzindo um ambiente propicio para o crescimento anormal de células, facilitando
a instabilidade genémica e promovendo angiogénese para a manutencao da leséo
neoplasica. Mais tarde, no processo tumorigénico, as células neoplasicas liberam
alguns mediadores inflamatérios levando a uma inflamacdo crbénica de forma a
promover a expansao neoplasica e a metastase (COUSSENS; WERB, 2002;
DUBINETT, 2015).

7z

A inflamacdo é uma reagdo ndo especifica da imunidade cuidadosamente
regulada, que se comporta, inicialmente, como uma reacdo benéfica dos tecidos
vascularizados a agressoes fisicas, quimicas ou bioldgicas, necessaria para o reparo
e regeneracdo tecidual (IBANEZ et al., 1992). Pode ser causada por inUmeros fatores,
tanto extrinsecos como intrinsecos ao cancer, onde ambos aumentam o risco de
desenvolvimento neoplasico e progressdao maligna, podendo resultar em
imunossupresséo (SINGH et al., 2019). E um processo extremamente complexo que

envolve migracdo de células inflamatérias para o local da injaria, contribuindo na
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reconstituicdo de um microambiente normal, no qual o agente lesivo é removido ou 0

tecido lesado é reparado, como descrito por Nakano-Narusawa em 2021.

Geralmente o microambiente normal é reconstituido quando se trata de uma
inflamacéo aguda, porém, a inflamacao pode se tornar crénica quando o causador da
inflamac&o persiste ou quando os mecanismos responsaveis por eliminar a inflamacéo
falham. Quando uma inflamacédo se torna crénica, pode resultar na proliferacdo ou
mutacdes celulares, criando um ambiente propicio ao desenvolvimento de cancer.
Desta forma, existe uma relacdo entre a inflamagéo e o desenvolvimento neoplasico,
estando a mesma direta ou indiretamente envolvida em diferentes fases desse

processo.

Diversos fatores de risco, estdo associados a alguma forma de inflamacao
cronica, cerca de 20% dos canceres estao relacionados a infecgdes cronicas, 30% ao
tabagismo e inalacdo de poluentes e cerca de 35% a fatores dietéticos. Sendo assim,
muitas vezes sao utilizadas como alvo as células responsaveis pela inflamacéo
associadas ao cancer, em estratégias de prevencdo e terapias anticancerigenas
(SINGH et al., 2019). No pulmao, a inflamacao € geralmente causada por patégenos
ou pela exposicdo a alérgenos, poluentes, irritantes e toxinas que podem levar ao
desenvolvimento de doencas crbénicas (AEGERTER; LAMBRECHT; JAKUBZICK,
2022; MOLDOVEANU et al., 2009).

E essencial o desenvolvimento de novos estudos e elaboracéo de estratégias
de tratamento baseadas na inibicdo da inflamagé&o associada ao cancer, assim como,
estratégias para melhorar a qualidade do ar e reducédo do uso de tabaco, tanto no
Brasil como a nivel mundial, de modo a reduzir a incidéncia e mortalidade do céancer
de pulmédo (NAKANO-NARUSAWA et al., 2021).
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1.2 Microambiente tumoral

Os canceres desenvolvem-se de estados pré-neoplasicos resultantes de
alteracdes somaticas causadas por substancias carcinogénicas virais ou quimicas.
Estes estados sao inicialmente alteracfes irreversiveis no DNA que persistem em
tecido normal, no entanto, mutacdes genéticas isoladamente, apesar de serem
transformacdes malignas, ndo sdo suficientes para a formacdo tumoral, sendo
necessario um segundo estimulo para o desenvolvimento neoplasico, como um
processo inflamatorio instalado (NAKANO-NARUSAWA et al., 2021). ApGs o segundo
estimulo, é induzida proliferacdo celular, recrutamento de células inflamatérias e
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species) resultando em lesdes no DNA e reduzindo o seu reparo, levando ao
desenvolvimento de cancer (COUSSENS; WERB, 2002).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo os neutrofilos, os
macréfagos e as células NK (Natural Killers). Os macrofagos e os neutréfilos
fagociticos realizam a defesa contra bactérias por meio de receptores de superficie
denominados PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) que sao capazes de
reconhecer e ligar constituintes comuns a muitas superficies microbianas. Essas
células da imunidade inata secretam citocinas e quimiocinas que atraem os neutréfilos
e 0s mondcitos da corrente sanguinea e estimulam uma resposta inflamatéria aguda
(AIR - Acute inflammatory reaction) ou evolui para uma cronicidade (GORDON, 2002;
LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002).

No microambiente tumoral podemos encontrar uma variedade de células
inflamatorias, no qual a sua presenca podera influenciar o desenvolvimento
neoplasico. As células mieloides tém um papel importante no reconhecimento de
patdogenos e na resposta imune inata e, a sua funcéo no desenvolvimento tumoral
ocorre atraveés de interacdes diretas e indiretas com as células tumorais (DENG;
FLEMING, 2022).

Os macrofagos sdo formados pela diferenciacdo dos mondécitos apos uma
lesdo no tecido, infec¢do ou inflamacdo, com o intuito de remover o agente lesivo e
manter a integridade do tecido. Podem ser divididos em 2 subgrupos: macrofagos M1,

associados a um efeito pré-inflamatério, e macréfagos M2, associados a um efeito
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anti-inflamatério. Num cancer, os macréfagos associados a tumores (TAMs — Tumor-
associated macrophages), podem alterar o seu estado, dependendo dos fatores
presentes no microambiente tumoral. TAMs M1 podem ser inicialmente ativados pelo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ou outros fatores, levando ao recrutamento de
linfécitos T CD8™* e células NK com o intuito de eliminar células tumorais. Ja durante a
progresséao tumoral os TAMs podem também alterar o seu estado para um efeito anti-
inflamatério M2 apds exposicdo a algumas citocinas presentes no microambiente
tumoral, como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de transformacéao do crescimento beta
(TGF-B). O TGF-B também inibe células T citotéxicas e as células NK, que
contribuiram para uma resposta imune antitumoral. Sendo assim, os TAMs estao
envolvidos tanto direta como indiretamente no desenvolvimento neoplasico através da
promoc¢do da angiogénese, evasdo e metastase (DENG; FLEMING, 2022; DUAN;
LUO, 2021; SINGH et al., 2019). As citocinas liberadas por TAMs M1 apresentam um
efeito antitumoral, no entanto, as citocinas imunossupressoras liberadas por TAMs M2
resultam na inibicdo de células T citotoxicas, promovendo a progressdo tumoral
(DENG; FLEMING, 2022).

As células dendriticas (DCs - Dendritic cells) também séo células
apresentadoras de antigeno, no entanto, alguns estudos sugerem que as mesmas,
exibem um efeito oposto aos TAMs na progressao neoplasica. As células dendriticas
associadas ao tumor sdo encontradas no microambiente tumoral de diferentes tipos
de cancer, como o de pulméo, e o seu efeito depende da fase do tumor, inicial ou
avancada. Estudos recentes sugerem que as células maduras deste tipo numa fase
inicial do tumor, apresentam um efeito antitumoral, porém, num estado avancado, um
maior nimero de células imaturas mostrou promover a progressdo maligna tumoral
(DENG; FLEMING, 2022).

Os neutréfilos sao células inflamatérias que compdem a primeira linha de
defesa contra patdgenos e em resposta a agentes quimicos ou fisicos, tendo a
capacidade de suprimir ou promover o crescimento tumoral, dependendo da sua
funcdo (ANDERSON; SIMON, 2020). Quando associados ao desenvolvimento
neoplasico, podem ser divididos em dois subgrupos, N1 associados a um fenétipo
antitumoral e N2, no qual existe um fenotipo pro-tumoral. Os neutrofilos N1 liberam

citocinas pro-inflamatorias, que facilitam o recrutamento e ativacdo de linfécitos T
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CD8. Contrariamente, os neutréfilos N2 promovem a angiogénese e metastase. Na
presenca de TGF-B, os neutréfilos sdo polarizados para o fenétipo N2, enquanto o
bloqueio de TGF-f facilita o desenvolvimento dos neutrofilos num fenotipo N1 (DENG;
FLEMING, 2022; QUAIL et al., 2022). Numa fase aguda, os neutroéfilos séo recrutados
para o microambiente tumoral e promovem a inflamacéo, resultando em apoptose das
células tumorais, j& num processo cronico, onde o tumor ja esta em desenvolvimento,
a presenca de neutréfilos ird promover o seu crescimento e progressao tumoral
(ANDERSON; SIMON, 2020).

As células mieloides supressoras (MDSC — Myeloid-derived supressor cells)
originam-se quando células mieloides progenitoras falham em se diferenciar na sua
forma madura final, algo que pode acontecer em varias condi¢des patoldégicas como
em neoplasias. Estas células possuem caracteristicas de neutréfilos ou macréfagos e
apresentam funcdo imunossupressora por meio do consumo de arginina do meio,
impedindo a ativac&o de células do sistema imune sobretudo as células T citotoxicas,
T CD8 (MIRET et al., 2019). A presenca de MDSCs revela um prognéstico néo
favoravel, uma vez que estas células sao capazes de estimular a producéo de IL-10 e
induzir a transformacdo de TAMs M1 em M2, inibindo assim as respostas imunes e
promovendo a progressao tumoral (DENG; FLEMING, 2022). Adicionalmente, a sua
funcdo imunossupressora, favorece o crescimento tumoral através da supresséo da
atividade dos linfocitos T citotoxicos, mediando a imunossupressdao do tumor
(TSUBAKI et al., 2018).

Os linfécitos T CD4 sao elementos importantes na regulacdo da resposta
imune, podendo ser diferenciados em linfécitos T CD4 auxiliares, geralmente
associados a um prognéstico tumoral promissor em varios tipos de canceres, e em
linfécitos T regulatoérios (Treg), imunossupressores e que favorecem a progressao e
desenvolvimento tumoral pela diminuicdo das respostas imunes antitumorais. Os
linfécitos T CD8 sdo células citotdxicas que eliminam células cancerigenas, suprimem
a angiogénese, e estdo geralmente associadas a um prognéstico positivo em
pacientes com cancer (ANDERSON; SIMON, 2020).

O microambiente tumoral € um sistema bastante complexo rico em interacdes

celulares capazes de suprimir ou promover o desenvolvimento tumoral. Desta forma,
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é crucial o desenvolvimento de estudos in vivo para uma melhor compreenséao destas

interacOes e para a selecéo de novos alvos terapéuticos na luta contra o cancer.

1.3 Uretana (URT) e Gene kras

Os camundongos sao considerados modelos adequados para o estudo
experimental de cancer, uma vez que, permitem simular mecanismos importantes de
tumores humanos (KWON; BERNS, 2013). Os adenocarcinomas pulmonares
humanos, no que concerne a resposta a carcinogénicos quimicos ou inducao genética
com oncogenes como o gene KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Virus), assemelham-se
geneticamente e histologicamente a adenocarcinomas pulmonares de camundongo.
Os adenocarcinomas podem ser induzidos quimicamente nesses animais, permitindo

0 estudo dos mecanismos envolvidos na formagé&o do tumor (SOZIO et al., 2021).

A uretana (carbamato de etila) € um composto utilizado para indu¢éo de tumor
experimental em camundongo, sendo o pulmao um orgao particularmente suscetivel
a esse composto. A uretana € um éster etilico de acido carbamico produzido
espontaneamente durante o processo de fermentacdo pela reacdo de ureia com
alcool. Pode ser encontrado em alimentos fermentados e em bebidas alcodlicas,

sendo também encontrado como um composto natural do tabaco (SOZIO et al., 2021).

Durante a metabolizacdo da uretana (Figura 2), ocorrem mutacdes que
resultam no desenvolvimento de carcinogénese pulmonar. Em camundongos, quando
existe exposicdo a este composto, o principal gene responsavel pela indugdo de
tumores € o gene kras (SOZIO et al., 2021). Adicionalmente, na inducdo quimica de
tumores pulmonares, a ativacéo do gene kras € um dos principais eventos iniciais que

ocorrem no processo neoplasico (WAKAMATSU et al., 2007).

O locus pasl (Pulmonary adenoma susceptibillity 1), encontra-se no
cromossomo 6 do camundongo, e € o principal locus responsavel pela predisposi¢éo
genética ao tumor pulmonar em camundongos (DASSANO et al., 2014; MARIA et al.,
2003). Entre os genes mapeados nesse locus, sd0 propostos como principais
candidatos reguladores da sensibilidade a tumorigénese pulmonar: cascl, kras2, Irmp,
iftdl e lascl (DASSANO et al., 2014; LIU et al., 2006). No entanto, o gene kras é
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considerado o principal candidato para a funcdo do pasl, uma vez que existem
evidéncias substanciais que apoiam o seu envolvimento como principal efetor neste

locus.

O gene kras esta envolvido na divisdo, diferenciacdo e apoptose celular. E
considerado um oncogene, logo, quando sofre mutacdes, tem o potencial de tornar
células normais em células cancerigenas. Essas mutacfes sdo somaticas, ou seja,
sdo adquiridas ao longo da vida de uma pessoa, ndo sdo hereditérias, e estao
presentes apenas em células tumorais. O gene kras codifica a proteina K-Ras que é
uma GTPase que converte a molécula de GTP (trifosfato de guanosina) em GDP
(guanosina difosfato). Quando essa proteina é constantemente ativada resulta em
mutacdes, e consequentemente, leva a uma proliferagdo celular descontrolada,
ocasionando formacéo de tumor. Mutagdes no gene kras podem ser encontradas em
mais de 30% dos casos de cancer, sendo frequentemente associadas a exposi¢ao ao
tabaco (NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2017; PEREIRA et al., 2022).

Figura 2 - Metabolizagdo da uretana em camundongos. Pequenas quantidades de uretana sao
transformadas em carbamato de vinil pela atividade da enzima CYP2E1 no Citocromo P450, resultando
na formagéo de carbamato de vinil epoxido que se liga covalentemente ao DNA, podendo resultar na
incorporacgao incorreta de bases durante a replicagdo de DNA e, consequentemente, a mutagdes
pontuais. Mutacdes genéticas e eventos epigenéticos contribuem para o desenvolvimento e progressao
da carcinogénese pulmonar.
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Fonte: Modificado de SOZIO et al., 2021.
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1.4 Crotoxina (CTX)

As serpentes do género Crotalus, conhecidas popularmente como cascaveéis,
distribuem-se de forma irregular pelo territério brasileiro. Pertencem a familia
Viperidae e existem cerca de 70 espécies e subespécies. Estas serpentes séo
responsaveis por aproximadamente 7,7% dos acidentes ofidicos brasileiros e dentro
do coeficiente de letalidade, elas apresentam o maior entre 0s demais acidentes
ofidicos. Em 2017, as serpentes deste género foram responsaveis por 2503 casos de
envenenamento, com uma letalidade de 0,71% (CRUZ; VARGAS; LOPES, 2009;
FRARE et al., 2019; PINHO; PEREIRA, 2001).

Em um envenenamento por picada de cascavel, o local da injaria muitas vezes
nao se apresenta dolorido ou com uma lesdo evidente. Os sintomas geralmente
apresentados sao formigamento, sonoléncia, visao turva ou dupla, mal-estar, nauseas
e cefaleia, acompanhadas por dores musculares generalizadas e urina escura em
casos graves, levando a insuficiéncia renal aguda, uma das principais causas da sua
letalidade (PINHO; PEREIRA, 2001).

Entre as espécies deste género, a subespécie Crotalus durissus terrificus esta
frequentemente associada a acidentes ofidicos no Brasil. O veneno desta subespécie
contém uma variedade de toxinas, como a crotoxina, crotamina, giroxina e convulxina
(CRUZ; VARGAS; LOPES, 2009; FRARE et al., 2019).

A CTX é o principal componente do veneno da cascavel (Crotalus durissus
terrificus) correspondendo a 60% da composicao total do mesmo e é responsavel por
sua grande toxicidade (SARTIM; MENALDO; SAMPAIO, 2018). E composta por uma
subunidade nédo-toxica, acida e enzimaticamente inativa, a crotapotina (CA), e por
uma fosfolipase A2 (PLA2) ligeiramente toxica, basica e com alta atividade enziméatica
(CB) (CARDOSO et al., 2001; FRARE et al., 2019; FREITAS et al., 2018). De acordo
com alguns autores, a CTX apresenta propriedades anti-inflamatorias (ALMEIDA et
al., 2023; NUNES et al., 2010) e antitumorais (ALMEIDA et al., 2023; WANG et al.,
2014; YE et al., 2011), assim como ag&ao imunomoduladora (FREITAS et al., 2018),
neurotdxica e miotoxica (MEDIONI et al., 2017; SANT'ANA MALAQUE; GUTIERREZ,
2015).
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A acao antitumoral da CTX tem sido sugerida recentemente em varios estudos.
Em relacdo ao pulméo, por exemplo, a CTX atua in vitro inibindo o crescimento de
células de adenocarcinoma pulmonar humano SPCA-1 pelo bloqueio da sua fase G1.
Neste estudo, a CTX inibiu o crescimento celular e potencializou a atividade
antitumoral de Iressa® (gefinitib), um inibidor do receptor do fator epidérmico de
crescimento, atualmente utilizado como terapia contra o cancer de pulméao (WANG et
al., 2014). Em células de adenocarcinoma de pulm&o humano, A549, a CTX também
inibiu seu crescimento in vitro, assim como demonstrou efeitos antiangiogénicos in
vivo em modelo de xenoenxerto que resultaram na inibicdo do crescimento tumoral
(YE et al., 2011). Em células humanas de carcinoma pulmonar SK-MES-1, também
se observou uma acao antitumoral in vitro por parte da CTX através da ativacdo da
via de sinalizacao p38MAPK, no qual a mesma induziu a apoptose e autofagia celular
(HAN et al., 2014).

Nos estudos mencionados, apesar de serem observados efeitos antitumorais
da CTX in vitro, induzindo apoptose celular e inibindo o crescimento e proliferacdo de
células tumorais, os mesmos ainda n&o sdo conclusivos devido a complexidade nas
interacfes da CTX e necessidade de serem reproduzidos in vivo. Foram realizados
alguns estudos clinicos de fase I, no entanto, estes também apresentam resultados
variaveis e ndo conclusivos em relacdo ao efeito da CTX no cancer, assim como
algumas dificuldades em relacdo ao ajustamento da dose aplicada nos pacientes
devido a grande toxicidade caracteristica desta toxina (CURA et al., 2002; MEDIONI
et al., 2017).
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1.5 Camundongos AIRmax e AIRmin

Linhagens de camundongos AIRmax e AIRmin foram fenotipicamente
selecionadas no laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan a partir de uma
populacdo geneticamente heterogénea produzida pelo cruzamento entre oito

linhagens isogénicas, conforme o diagrama a seguir:

Figura 3 - Diagrama representativo do modelo de cruzamento utilizado para obtengdo da populagao
inicial FO.

Isogénicas A/JxDBA/2J P/JxSWR/J  SJL/JxCBA/J  BALB/cJ x C57BL/6J

Hibridos F1 F1 F1 F1

Segregantes F2 F2

Segregantes F3

(Populagdo inicial F0)

AIRmax AIRmiIn

Fonte: Modificado de IBANEZ et al., 1992.

Cada individuo herdou da populacédo FO a combinacgéo aleatoria de 12,5% do
pool genético de cada linhagem isogénica parental. O processo de sele¢ao foi feito
com base no fenétipo da reacdo inflamatéria aguda induzida por Biogel P100
(particulas de poliacrilamida) injetado subcutaneamente no dorso do animal e avaliado
24 horas apos a inje¢do. Foram determinados o niumero e a morfologia das células do
infiltrado, além do contetdo proteico. Desse modo, a populacdo FO apresentou uma
grande variabilidade fenotipica obedecendo a uma curva de distribuicdo normal de
frequéncias (IBANEZ et al., 1992; STIFFEL et al., 1990).

Para o processo de selecdo, foram acasalados os animais situados nos

extremos opostos da curva de distribuicdo, consoante a intensidade da resposta
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inflamatoria aguda maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin). O processo de selecéo foi
realizado até ao limite de 20 geracdes, quando todos os alelos responsaveis pelo
carater de inflamacao aguda fixaram-se em homozigose, resultando na obtencéo de

duas linhagens heterogéneas, AIRmax e AIRmin.

Considerando a susceptibilidade a tumorigénese, os camundongos AIRmax
sdo em geral mais resistentes do que os AIRmin no que concerne ao desenvolvimento
de tumor de pulmé&o induzido por uretana. Essas linhagens diferem grandemente na
sua susceptibilidade, no qual, apés setenta dias de tratamento, 100% dos
camundongos AIRmin desenvolvem lesGes tumorais no pulmdo, enquanto na
linhagem AIRmax apenas alguns camundongos desenvolveram pequenos adenomas
pulmonares (RIBEIRO et al., 2005).

Em estudos de associacdo fenotipica entre a intensidade de inflamacéo e a
multiplicidade de lesBes tumorais realizado em populacdes de segregantes F2,
verificou-se uma correlacédo inversa entre esses dois fenétipos, e por serem duas
caracteristicas reguladas poligeneticamente, tal correlagdo sugere ligacdo funcional
entre AIR e tumorigénese (RIBEIRO et al., 2005).

Alguns estudos mostram que o locus pasl estd também relacionado com os
dois fenétipos de resposta inflamatéria aguda, sugerindo que alelos de efeitos opostos
tenham sido fixados diferencialmente nesse locus durante o processo de selecéo.
Neste caso, 0 alelo de suscetibilidade (pasls) na linhagem AIRmiIn, e o alelo de
resisténcia (pasl’) na linhagem AIRmax, apontam para um envolvimento do pasl na
regulacédo da AIR (MARIA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2005).

Esses camundongos possuem um background genético heterogéneo, porém
sdo homozigotos para os loci onde se encontram os genes reguladores da resposta
inflamatoria aguda, portanto constituem um modelo adequado para o estudo de
modulacdo da carcinogénese pulmonar pela CTX. As caracteristicas genéticas Unicas
dessas linhagens AIRmax e AIRmin, torna possivel, uma representacdo com maior
fidelidade de uma populacdo geneticamente heterogénea como € a humana,

possibilitando estudos translacionais futuros.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a agao sistémica da crotoxina como
agente modulador do desenvolvimento da carcinogénese pulmonar quimicamente
induzida por URT nas linhagens de camundongos AIRmin e AIRmax. Para isso, nos

propomos a realizar:

1. A andlise do fenoétipo de resisténcia ou susceptibilidade das linhagens
AIRmax e AIRmin ao longo de 120 dias de tratamento por meio da avaliacao

da incidéncia e multiplicidade de lesdes;

2. A identificacdo das populacdes celulares presentes no parénquima

pulmonar;

3. A avaliacdo histopatoldgica dos tecidos pulmonares, considerando o seu

aspecto morfoldgico, inflamatério e classificacdo tumoral;

4. A avaliacdo da expressao génica de citocinas, de modo a ter um melhor

entendimento dos mecanismos operantes no cancer.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos machos AIRmin e AIRmax de 8 a 12 semanas
de idade, mantidos no biotério do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan.
Os camundongos receberam dieta industrializada e agua ad libitum. Os protocolos
experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
animal do Instituto Butantan (CEUA n° 5563300921).

3.2 Determinacao da DL50

A determinacdo da DL50 da crotoxina por via intraperitoneal foi realizada em
animais AIRmax e AIRmin pelo grupo do Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan. Os camundongos foram tratados com diferentes concentracdes de
crotoxina ao longo de 7 dias, sendo estabelecida em 80 ug/kg de peso corporeo. No
presente estudo experimental de modulacao, utilizou-se 0,1 e 0,2 da DL50 que
corresponde a 8 e 16 ug/kg, respectivamente, para as duas linhagens. Nao foram
verificados efeitos toxicos aparentes nessas doses.

3.3 Inducao de tumor e grupos de tratamento

Para identificar um possivel mecanismo de regulagio da CTX na
carcinogénese pulmonar quimicamente induzida por URT, foram realizados dois

experimentos com diferentes grupos de tratamento e doses de crotoxina.

No experimento inicial, foi induzido tumor nos camundongos AIRmax e AIRmin
por administracdo de URT por via intraperitoneal (1000 mg/kg) em duas doses com
um intervalo de 48h entre elas. Cada grupo foi composto por 5 animais de cada
linhagem e avaliados aos 30, 60 e 120 dias apds a administracdo da primeira dose de

URT. A dose aplicada de crotoxina intraperitoneal foi de 0,1 da DL50 que corresponde
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a 8ug/kg. Os camundongos foram divididos em grupos de tratamento, conforme a

tabela seguinte:

Tabela 1 — Descri¢cdo do tratamento realizado para cada grupo do experimento inicial. C — Controle;
CTX — Crotoxina; UU — Uretana + Uretana; UUCTX10 — Uretana + Uretana + Crotoxina 10 dias.

Grupo Tratamento

C Controle (Sem tratamento)

CTX Dose unica de CTX

uu 2 doses de URT com um intervalo de 48h

UUCTX10 | 2 doses de URT com um intervalo de 48h + CTX 10 dias apos a primeira dose de URT

Fonte: préprio autor, 2023.

No segundo experimento realizado, foi induzido tumor apenas nos animais
AIRmin, sensiveis a tumorigénese, também por meio da administracdo de URT por
via intraperitoneal (1000 mg/kg) em duas doses com um intervalo de 48h. Neste
experimento, foram realizados tratamentos com crotoxina diferentes, no primeiro
tratamento (Tabela 2), foi aplicada uma dose continua de crotoxina intraperitoneal, de
10 em 10 dias, no qual foi aplicada 0,1 da DL50 (8ug/kg). No segundo tratamento
(Tabela 3), foi aplicada uma dose Unica de CTX intraperitoneal, 10 dias apo6s a
administracdo de URT, sendo aplicada 0,2 da DL50 (16ug/kg). Os grupos CM, C10,
CTX10 e CTXM foram compostos por 4 camundongos e os grupos UU, UUCTXM e
UUCTX10 por 9 camundongos.

Tabela 2 — Descrigao do tratamento realizado com crotoxina continua no segundo experimento. CM —
Controle (PBS); CTXM — Crotoxina Multipla; UU — Uretana + Uretana; UUCTXM — Uretana + Uretana
+ Crotoxina Multipla.

Grupo Tratamento

CM Controle (PBS de 10 em 10 dias)

CTXM CTX de 10 em 10 dias

uu 2 doses de URT com um intervalo de 48h

UUCTXM | 2 doses de URT com um intervalo de 48h + CTX de 10 em 10 dias

Fonte: préprio autor, 2023.
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Tabela 3 — Descrigdo do tratamento realizado com crotoxina em dose Unica no segundo experimento.
C10 — Controle (PBS); CTX10 — Crotoxina; UU — Uretana + Uretana; UUCTX10 — Uretana + Uretana +
Crotoxina.

Grupo Tratamento

Cc10 Controle (PBS)

CTX10 Dose unica de CTX

uu 2 doses de URT com um intervalo de 48h

UUCTX10 | 2 doses de URT com um intervalo de 48h + CTX 10 dias apos a primeira dose de URT

Fonte: préprio autor, 2023.

3.4 Extracao dos pulmoes

Para a realizacdo das analises de 30, 60 e 120 dias, os animais foram
eutanasiados pela administracdo intraperitoneal de uma solugdo composta por
Ketamina (300 mg/kg) e Xilazina (30 mg/kg). Apos eutanasia, procedeu-se a extragao
dos pulmdes. Para extragcao dos pulmdes, foi realizada uma perfusao de 10 mL de
PBS suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) através do ventriculo direito
do coragdo, para lavagem. Em seguida, os pulmdes foram extraidos e os lobos

separados para uma melhor observacao e quantificacdo das lesdes tumorais.

3.5 Quantificagao das lesées tumorais

A quantificacdo de lesBes tumorais foi realizada macroscopicamente, logo apés
a extracao dos pulmdes, com auxilio de uma lupa. A lavagem dos pulmbes com a
solucéo de PBS 10% SFB, permitindo uma melhor visualizacdo das lesdes. O niumero
total de lesdes em cada pulmao foi registrado e utilizado para a realizagéo dos graficos
de multiplicidade e incidéncia.

3.6 Obtencao das células do pulmao

Fragmentos dos pulmdes extraidos foram colocados em placas de Petri e

picotados com o auxilio de uma pin¢ca e tesoura. Foram adicionados 3mL de
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colagenase tipo | (Sigma) na concentracdo de 0,50 mg/mL e incubados por 40 minutos
a 37°C em estufa. Para inibicdo da acdo da colagenase, o conteudo foi transferido
para um tubo Falcon de 50 mL juntamente com 10 mL de PBS com 20% SFB. Em
seguida, todo o conteudo foi transferido para outro tubo Falcon de 50 mL, passando
por um filtro. O tecido foi homogenizado e, em seguida, o conteudo foi passado por
um filtro de nylon 70 um previamente lavado com 1 mL de PBS 10% SFB para retirada
dos debris celulares. As hemacias presentes na suspensao celular foram lisadas com
tampéao de lise (4,15 g de cloreto de ambnia, 0,84 g de bicarbonato de sédio, 1 mL de
EDTA 0,5 M pH 8,0) por 5 minutos a 37°C em banho-maria. As amostras foram
centrifugadas durante 5 minutos a 1200 rpm, a uma temperatura de 4°C. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS 10% SFB e a concentragéo celular foi determinada

por contagem em Camara Hemocitométrica de Malassez.

3.7 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Foram identificadas as diferentes populag¢des de células obtidas dos pulmdes
por citometria de fluxo. Inicialmente, as suspensdes celulares (1x10: células/pogo)
foram incubadas durante 15 minutos em temperatura ambiente com FVS — Pacific
Blue (Fixable Viability Stain), a uma concentragao de 1:1000 diluido em PBS. Em
seguida, as suspensodes foram lavadas, adicionando-se 100 yL de PBS 2% SFB e a
placa foi centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos. Para evitar ligagdes inespecificas, as
células foram incubadas com 10 pL de anti-CD16/CD32 (Clone 93 — FC Block) durante
10 minutos a uma temperatura de 4°C e lavadas, como citado anteriormente. Em
seguida, as células foram incubadas com anticorpos especificos acoplados a
fluorocromos, considerando as diferentes analises. Para neutréfilos e células
mieloides, foram utilizados anticorpos dirigidos as moléculas GR1-FITC (clone RB6-
8C5), CD11b-PE (clone M1/80) e CD38-APC (clone 90), e para as células NK, T CD8
e T CD4, anticorpos dirigidos as moléculas NK-PE (clone GL3), CD8-APC (clone 53-
6.7) e CD4-FITC (clone RM4-5), respectivamente, diluidos em PBS 2% SFB e
incubados durante 30 minutos a 4°C no escuro. Foi ainda realizada a marcagao para
identificacdo de células dendriticas, no qual foram utilizados anticorpos dirigidos as
moléculas CD11c-PE-Cy7 (clone HL3) e MHCII-APC (clone M5/114.15.2), e para a

identificacdo de macréfagos, por meio dos anticorpos dirigidos as moléculas CD11b-
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PE (clone M1/70) e F4/80-Alexa Fluor 488 (clone T45-2342). Todas as amostras foram
também marcadas com CD45 para identificacdo de células leucocitarias. As células
foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS Canto Il (BD), considerando 20000

eventos, e as analises realizadas no programa FlowJo ® (Tree Star) V.10.

3.8 Expressao génica por RT-gPCR

Apés a extracdo dos pulmdes, foram armazenados os seus fragmentos em 1
mL de RNA latter e armazenados a -20°C para processamento. Mais tarde, para
avaliacdo da expressdo génica de citocinas presentes nos pulmdes dos animais
analisados, estes foram pesados. Seguidamente, foi realizada a extracdo de RNA
mensageiro (MRNA), a sintese de DNA complementar (cDNA) e a amplificacdo das
sequéncias de primers de interesse por RT-gPCR (Reverse transcription - quantitative

polymerase chain reaction).

3.8.1 Extracao de mRNA

Para extracdo de mRNA, os fragmentos de pulmé&o foram lisados com recurso
de aparelho TissuelLyser, juntamente com tampao de Lise e [B-mercaptoetanol.
Seguidamente, o lisado foi filtrado de modo a reduzir a viscosidade. As amostras foram
centrifugadas por 1 minuto a 11000xg, e passadas por uma coluna para retencéo do
RNA. Foram acrescentados 95 uL de DNAse diluida em tampdao, seguido de uma
incubacédo por 10 minutos. Por fim, as amostras foram centrifugadas por 1 minuto a
11000xg. O lisado, passado pela coluna, foi quantificado pelo aparelho
espectrofotometro NanoVue® e foi realizada a analise de integridade no aparelho
Bioanalyzer®. Todo este processo foi realizado com recurso ao RNAspin Mini (Kit GE
Healthcare), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Até ao momento de uso, as

amostras foram mantidas a -80°C, de modo a evitar a sua degradacéo.
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3.8.2 Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do mRNA extraido. Para isso, a 1 ug de RNA obtido
foram adicionados 12 pL de uma solucdo composta por: tampéo 5x (Fermentas, EUA),
dNTP 10mM (Fermentas, EUA), random primers (Invitrogen, EUA), OLigoDT primers
(Invitrogen, EUA), RNAse inhibitor cloned 10 U/uL (Fermentas, EUA) e RevertAid H
Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 200 U/uL (Fermentas, EUA) em &agua
autoclavada. As amostras foram incubadas em aparelho termociclador MJ Research
PTC 200, durante 5 minutos a 65°C, durante 1 hora a 50°C, e por fim, durante 15
minutos a 70°C. Seguidamente, as mesmas foram armazenadas a -20°C até

utilizacgéo.

3.8.3 RT-gPCR

Para avaliar a expressdo de citocinas por RT-gPCR, foram utilizadas
sequéncias de primers sense e antisense (Tabela 4) especificas para as citocinas
Csf2 (Colony-stimulating factor 2), Ifn-y (Interferon gamma), 1I-18 (Interleukin-1 beta),
[I-6 (Interleukin-6), II-10 (Interleukin-10), 1I-17 (Interleukin-17), Tnf-a (Tumor necrosis
factor alpha), Tgf-B (Transforming growth factor beta) e Vegf (Vascular Endothelial
Growth Factor), assim como para 0 gene constitutivo Ciclofilina, utilizado como

controle positivo, expressa em todas as células de mamifero.
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Tabela 4 — Sequéncias de primers utilizadas para analise das citocinas por RT-qPCR.

Iniciadores Sequéncias
Csf2 5 TGAACCTCCTGGATGACATG 3’ 5 GTGTTTCACAGTCCGTTTCC 3
Ifn-y 5" GCTCTGAGACAATGAACGCT 3’ 5 AAAGAGATAATCTGGCTCTGC 3

I11-8 5 AGATGAAGGGCTGCTTCCAAACC 3’ | 5 TTGTTGATGTGCTGCTGCGAGA 3’

-6 5 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA 3 5 TGTACTCCAGGTAGCTATGG 3’
[-10 5 GCTGGACAACATACTGCTAACC 3 | 5 CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTG 3’
-17 5 GCGTGTCCAAACACTGAGGCCA 3 | 5 ATTGCGGTGGAGAGTCCAGGGT 3’
Tnf-a 5 TCTCATCAGTTCTATGGCCC & 5 GGGAGTAGACAAGGTACAAC &
Tgf-B 5" ACCGCAACAACGCCATCTAT & 5 GTAACGCCAGGAATTGTTGC 3

Vegf 5 AGTCCCATGAAGTGATCAAGTTCA 3 5 ATCCGCATGATCTGCATGG 3

Ciclofilina 5 AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT 3 5 AAATGCCCGCAAGTCAAAAG &

Fonte: préprio autor, 2023.

A cada amostra foi adicionada uma solucdo contendo os primers, Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems®) e agua, de modo a ajustar o volume final
das solucdes. As reacdes foram incubadas no termociclador StepOnePlus (Applied
Biosystems®).

Os resultados foram analisados no StepOne Software v.2.3 e a cada amostra
foi atribuido um valor de cT (Cycle Threshold), isto é, o nUmero de ciclos necessarios
para que a fluorescéncia ultrapasse o threshold. Para quantificar os resultados obtidos
pelo RT-gPCR utilizamos o Método do Threshold Comparativo (GIULIETTI et al.,
2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Neste método, formulas aritméticas sdo usadas
para calcular niveis de expressao tendo como referéncia um calibrador, que pode ser
uma amostra controle. A quantidade do gene alvo, normalizado por um gene
endogeno e relativo a amostra que serve como calibrador, € dada pela formula 2-
AACt, no qual AACt = (ACt (amostra) - ACt (calibrador)), e o ACt = (Ct (gene
constitutivo) - Ct (gene alvo)). Desta forma, a equagao representa a expressao

normalizada da amostra calibradora.
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3.9 Analises histologicas do pulmao

Os fragmentos dos pulmdes extraidos foram fixados em formaldeido a 10% e
processados: os fragmentos foram desidratados, diafanizados, embebidos em
parafina e cortados em micrétomo (Leica) para uma espessura de 5 pm.
Seguidamente, as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E). Para a
analise histopatologica, os tecidos ou células anormais foram classificados com base
nas alteragcdes observadas nas lesdes pré-malignas e malignas, seguindo a seguinte
métrica:

Tabela 5 — Escore patolégico utilizado para a classificagdo das lesdes presentes nos tecidos dos
pulmdes dos animais AIRmin.

Score | Descricéo

0 Tecido normal

1 Inflamacé&o crbnica, ulceracao, atrofia ou hiperplasia

2 Atipia celular, metaplasia ou células em estagio de mitose
3 Displasia

4-5 Carcinoma positivo

Fonte: préprio autor, 2023.

A evolucdo da tumorigénese, bem como a ocorréncia de lesdes pré-cancerosas
e cancerigenas no tecido pulmonar dos camundongos da linhagem AIRmin foram
comparados nos diferentes tratamentos. As analises foram feitas por um patologista

certificado e as cegas.

3.10 Analise estatistica

As significancias entre as médias de cada grupo foram calculadas por meio do
teste ANOVA (GraphPad InStat), seguido de teste de Tukey. Os dados foram
expressos como meédia = erro padrdo da média (x £ EPM) e as diferengas foram

consideradas significantes quando p < 0,05 bicaudal.
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4 RESULTADOS

4.1 Modulacdo da carcinogénese pulmonar induzida por uretana
por meio da administragcao de crotoxina (8 pg/kg) 10 dias apds a

administragao do carcinégeno

Numa abordagem inicial, avaliamos o efeito da CTX na carcinogénese
pulmonar, no qual a mesma foi administrada na concentragdo de 8 ug/kg 10 dias apés
a administragcdo de URT em animais da linhagem AIRmax e AIRmin. Foram avaliados
os fendtipos de multiplicidade e incidéncia, as alteracdes histolégicas e a dindmica

celular ao longo de 120 dias.

4.1.1 Analise fenotipica da tumorigénese

Com a finalidade de avaliar o efeito supressor da CTX no numero de lesdes
tumorais induzidas por uretana, as lesdes tumorais macroscopicas foram registradas
e as médias do numero de lesdes por grupo foram plotadas em graficos de
multiplicidade, onde observamos o0 numero médio de lesdes em cada grupo aos 30,
60 e 120 dias, e de incidéncia, onde esta representada a porcentagem de animais que
apresentaram lesdes tumorais em cada grupo e nos diferentes tempos analisados
(Figura 4).

E possivel observar, inicialmente, que o fendtipo de resisténcia e
suscetibilidade a carcinogénese pulmonar induzida por URT nas linhagens AIRmax e
AIRmin foi preservado, como descrito por Ribeiro et al. (2005), sendo o0s
camundongos AIRmax mais resistentes e os AIRmin mais susceptiveis a formacéo de
tumores. Este fendtipo manteve-se também no grupo tratado com crotoxina,
mostrando assim que a crotoxina per se nao causa tumor. Nos animais da linhagem
AIRmax, o numero médio de lesdes foi nulo ou consideravelmente baixo em todos os
grupos de tratamento aos 30, 60 e 120 dias, ndo sendo possivel observar qualquer
tipo de modulagao por parte da crotoxina no desenvolvimento tumoral. Por outro lado,

nos animais da linhagem AIRmin, ambos os grupos administrados com URT
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apresentaram lesdes a partir dos 60 dias, mesmo apos o tratamento com crotoxina.
Aos 120 dias, os grupos administrados com URT apresentaram um nimero médio de
lesbes elevado. No entanto, o grupo UUCTX10 apresentou um menor numero medio

de lesBes tumorais (8,25) do que o grupo UU (12,4), porém, ndo significante.

Figura 4 — Multiplicidade (esquerda) e incidéncia (direita) das lesbes tumorais macroscopicas
observadas nos camundongos das linhagens AIRmax (azul) e AIRmin (vermelho) tratados com CTX
(0,8 pg’kg) administrada 10 dias apds a administragdo de URT. Os valores de multiplicidade refletem a
média do niumero de lesdes tumorais registradas. Os graficos de incidéncia representam a porcentagem
de camundongos em cada grupo que apresentou lesées tumorais. Os dados estao representados como
média * erro padrao da média (¥ £ EPM). *diferengas significativas entre o grupo C e CTX e o grupo
uu.
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Fonte: préprio autor, 2023.

A diferenga fenotipica entre as linhagens AIRmax e AIRmin é resultante da
segregacao alélica do locus pas1, em consequéncia do processo de selegdo genética
para AIR (Resposta Inflamatéria Aguda) que deu origem as duas linhagens, sendo os
animais AIRmax portadores do alelo de resisténcia (pas1’) e os animais AIRmin do
alelo de suscetibilidade (pas?s), como descrito por Maria et al. (2003).

Logo apds a extracdo dos pulmbes, as lesdes macroscopicas observadas
foram registradas. Na figura 5, podemos observar as imagens das lesdes tumorais
superficiais aos 120 dias, permitindo a sua comparagao entre os diferentes grupos. A
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avaliacao de 120 dias foi a ultima analise realizada, na qual podemos observar, com
bastante clareza, a diferenga no fenétipo de resisténcia e susceptibilidade das duas
linhagens. Neste tempo, os animais AIRmax apresentaram lesbes pequenas e em
numero reduzido, enquanto os animais AIRmin apresentaram um numero elevado de

lesdes e com variagdes no tamanho.

Figura 5 - Lesbes tumorais macroscopicas observadas em cada grupo das respetivas linhagens. As
lesbes encontram-se destacadas com um circulo a sua volta em cada imagem.

CTX uu UUCTX10

AIRmax

AIRmMin

Fonte: proprio autor, 2023.

4.1.2 Analises histolégicas dos pulmoées

De forma a comparar a morfologia dos tumores presentes nos diferentes grupos
de tratamento das linhagens AIRmax e AIRmin, foi realizada a analise histoldgica dos
pulmdes aos 30, 60 e 120 dias. As fotomicrografias dos pulmdes nos diferentes
tempos podem ser visualizadas nas figuras 6 e 7, respectivamente, para a linhagem

AIRmax e linhagem AIRmin.

Nos animais AIRmax, ndao foram observadas lesdes tumorais diferenciadas nas
andlises de 30 e 60 dias, no entanto, aos 120 dias, é possivel visualizar lesbes

tumorais precursoras, com aspecto neoplasico acentuado, no grupo UU (Figura 6F).
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Figura 6 - Fotomicrografias dos pulmdes dos camundongos de cada grupo da linhagem AIRmax, aos 30, 60 e 120
dias apds tratamento. Podemos observar o l6bulo pulmonar completo, e as respectivas ampliagdes das areas
destacadas, sendo, 5x no canto superior esquerdo, 10x no canto inferior esquerdo e 40x na fotomicrografia da
direita. Coloragao H&E em corte de 5 pm de espessura.

30D

Fonte: proprio autor, 2023.

Nos animais AIRmin, foi observado no grupo de tratamento CTX, um efeito
inflamatadrio leve, caracterizado pela presenca de infiltrado leucocitario peribronquiolar
em todos os tempos analisados, provavelmente devido a agdo da CTX (Figura 7A,
7B e 7C).
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Figura 7 - Fotomicrografias dos pulmdes dos camundongos de cada grupo da linhagem AIRmin, aos
30, 60 e 120 dias apos tratamento. Podemos observar o I6bulo completo e as diferentes ampliagdes
das areas destacadas, sendo, 5x no canto superior esquerdo, 10x no canto inferior esquerdo e 40x
na fotomicrografia da direita. Coloracdo H&E em corte de 5 ym de espessura

120 D

Fonte: proprio autor, 2023.

Adicionalmente, a analise histopatoldgica do grupo UU revelou uma progressao
do processo neoplasico, de forma que, aos 30 dias de analise, € observada uma
massa neoplasica com caracteristicas difusas ou pouco delimitadas, formando tapetes
celulares hepatizados pouco diferenciados com origem no epitélio brénquico e
migragao para os alvéolos (Figura 7D). Na sequéncia dos eventos da tumorigénese,
aos 60 e 120 dias, ocorre uma diferenciagdo da massa neoplasica, caracterizada por
uma area delimitada com caracteristicas histomorfolégicas de adenocarcinoma in situ,
com células formando arranjos glandulares e lesdes invasivas originarias dos grandes
brénquios, com a presenga de émbolos neoplasicos na luz dos vasos sanguineos e
linfaticos sugerindo possivel metastase (Figura 7E). Ademais, aos 120 dias, a massa

neoplasica apresenta uma diferenciagcdo mais acentuada com extensas areas de
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necrose (Figura 7F). Sendo assim, é possivel visualizar o principio do processo
neoplasico aos 30 dias, tornando-se este processo cada vez mais agressivo até aos
120 dias.

No entanto, a progressao tumoral aos 30 e 60 dias nao é tao evidente no grupo
UUCTX10, sugerindo um possivel efeito inibitério do processo neoplasico por parte
da CTX nesses tempos. Aos 120 dias, no que concerne ao efeito antitumoral descrito
da CTX, nao foi observado uma inibigdo total do desenvolvimento tumoral no grupo
de tratamento UUCTX10, quando comparado com o grupo UU, porém, mostrou lesdes

menos invasivas (Figura 71).

Apesar de terem sido observados alguns efeitos da CTX no grupo de
tratamento UUCTX10, ndo é possivel quantificar com clareza o efeito terapéutico
antitumoral da crotoxina in situ no tecido pulmonar. Em relagdo aos fendtipos de
resisténcia e suscetibilidade das linhagens AIRmax e AIRmin, estas se diferem na

progressao da tumorigénese pulmonar, como descrito por Ribeiro et al. (2005).

4.1.3 Imunofenotipagem

Foi realizada a identificacdo das populacdes celulares presentes nos pulmdes
dos animais AIRmax e AIRmin, para isso, as mesmas foram marcadas com anticorpos
especificos dirigidos as moléculas de superficie da célula, com o intuito de analisar
células T CD4, células T CD8 e neutrofilos. Para esta analise, foi adotada a estratégia

de identificacéo das populagdes representada na figura 8.
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Figura 8 - Estratégia adotada para analise das células responsaveis pela resposta inflamatéria
(neutrdfilos) evidenciadas pela marcacao GR1*/CD11b* ou GR1*/CD11b*/CD38* assim como para as
células CD4+ e CD8* A estratégia adotada para selegdo das populagdes celulares iniciou-se com a
exclusdo das células duplicadas (1), e em seguida, foram eliminados os debris celulares (2). A
populacao CD45* foi identificada, de modo a avaliar apenas os leucdcitos (3). Em seguida, foram
identificadas as populagdes celulares de interesse: linfocitos T CD4 e T CD8 (4), neutrdfilos (5) e células
mieloides imaturas (CD38) (6). As analises foram realizadas no programa FlowJo.
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Fonte: préprio autor, 2023.

Na figura 9, apresentamos o perfil de linfécitos T CD4 no pulmé&o, no qual
podemos observar um perfil semelhante entre as linhagens AIRmax e AIRmin. O
grupo CTX, em ambas as linhagens, apresenta uma diminuicao significativa de células
T CD4 dos 30 para os 120 dias
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Figura 9 - Analise de células T CD4 presentes nos pulmdes dos animais das linhagens AIRmax (azul)
e AIRmin (vermelho), e respectivos grupos de tratamento. Os resultados estao expressos como média
+ erro padrao da média (x £ EPM) da concentragao celular. O tracejado refere-se ao grupo Controle.
* S&o considerados significativos os valores p<0,05
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Fonte: proprio autor, 2023.

Em relacdo ao perfil dos linfocitos T CD8 nas duas linhagens e respectivos
tratamentos (Figura 10), podemos observar mais uma vez, que no pulméo, ambas as
linhagens apresentam um perfil semelhante. O grupo UU apresenta uma maior
guantidade de células T CD8 aos 30 e 120 dias na linhagem AIRmin, quando
comparado com o grupo de tratamento UUCTX10. A célula T CD8 é citotdxica e
promove a apoptose de células tumorais, no entanto, na linhagem AIRmin, apesar do
grupo UU apresentar um nivel mais elevado de célula T CD8, esses animais
apresentaram um nuamero elevado de lesdes (Figura 4). Ja aos 120 dias, na linhagem
AIRmin, o grupo de tratamento UUCTX10 apresenta uma menor quantidade de
células T CD8 e de lesdes tumorais (Figura 4), sugerindo uma falta de correlacao
entre a quantidade deste tipo celular e o numero de lesdes macroscopicas

observadas.
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Figura 10 - Andlise de células T CD8 presentes nos pulmdes dos animais das linhagens AIRmax (azul)
e AIRmin (vermelho), e respectivos grupos de tratamento. Os resultados estdo expressos como média
* erro padrdo da média (x + EPM) da concentragao celular. O tracejado refere-se ao grupo Controle. *

Sao considerados significativos os valores p<0,05.
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No que concerne as células neutrofilicas (GR1*/CD11b*) presentes no pulmao

(Figura 11), é possivel observar que o perfil difere nas duas linhagens, condizendo

com o fendtipo de selecdo, onde a linhagem AIRmax apresenta maior capacidade de

formar uma reacéo inflamatoria crénica, resultando no maior nimero de neutréfilos

apos 120 dias de tratamento. Quanto aos animais AIRmin, estes mantiveram niveis

basais dessas células.

Figura 11 - Analise de células GR1*/CD11b* (neutrdéfilos) presentes nos pulmdes dos animais das
linhagens AIRmax (azul) e AIRmin (vermelho), e respectivos grupos de tratamento. Os resultados estao
expressos como média * erro padrao da média (x + EPM) da concentragéo celular. O tracejado refere-
se ao grupo Controle. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.

GR1" /CD11b*
_—
30.0 1 —_— ¥
25.0 l
E 20.0
>
= 15.0 4
p SUDUUOUUUUIURTOUOTY [ ISRV () U
=
E 10.0 -
5‘0 -_'
0.0 - T . T T
& P &
& h @""\
N

Fonte: préprio autor, 2023.
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Na figura 12, temos o perfil das células GR1*/CD11b*/CD38*, células mieloides
imaturas, no qual é possivel observar novamente um perfil semelhante nas duas
linhagens. Esta marcagdo pode revelar a presenca de células mieloides supressoras
(MDSCs), que auxiliam a progresséo tumoral, suprimindo a atividade de linfocitos T
citotoxicos. O grupo de tratamento UUCTX10, apresenta menor quantidade de
GR1*/CD38* aos 120 dias na linhagem AIRmin em relacdo aos demais grupos,
podendo resultar no menor aparecimento de lesbes tumorais nesta linhagem como
observado no grafico de multiplicidade (Figura 4). O contrério pode ser considerado
para o grupo UU.

Figura 12 - Analise de células GR1*/CD11b*/CD38* (células mieloides imaturas) presentes nos
pulmdes dos animais das linhagens AIRmax (azul) e AIRmin (vermelho), e respectivos grupos de
tratamento. Os resultados estdo expressos como média = erro padrdo da meédia (x + EPM) da
concentracdo celular. O tracejado refere-se ao grupo Controle. * S&o considerados significativos os
valores p<0,05.

GR1* / cD38" GR1"/ cD38"
* *
— P

15.0 * 15.0 . * .

12.0 12.0 4 l
- -
[ [
@ 9.0 4 B 30 dias © 9.0
% O 120 dias % Bl 50 dias
8 - i 120d
£ 6o g 6o a ias
o o
o (8]

o1l ).l |............. 3.0 - |-

0.0 4 T T

Fonte: préprio autor, 2023.



51

4.2 Modulacdo da carcinogénese pulmonar induzida por uretana
por meio da administracao de crotoxina (16 pg/kg) 10 dias apés a
administracdao do carcinégeno ou crotoxina (8 pg/kg) em doses

multiplas

No segundo experimento realizado, para uma tentativa de inibicdo da
carcinogénese pulmonar, foram abordados dois tratamentos: o primeiro, com uma
dose unica de crotoxina (16 pg/kg) aplicada 10 dias apds a administracdo de URT, e
o segundo, continuo, no qual foram aplicadas multiplas doses de crotoxina (8 pg/kg)
a cada 10 dias. Foram apenas analisados os animais AIRmin, sensiveis a
tumorigénese, uma vez que no experimento anterior os efeitos da CTX nao foram
notorios na linhagem AIRmax, uma linhagem resistente a tumorigénese, assim como
foram escolhidos apenas 2 tempos de analise, 30 dias, para observag¢ao do inicio da

formagao do processo tumoral, e 120 dias, onde a tumorigénese ja estaria instalada.

4.2.1 Analise fenotipica da tumorigénese

Foram avaliados os parametros de multiplicidade e incidéncia a partir do
namero médio de lesbes tumorais observadas macroscopicamente. No que concerne
ao tratamento com uma Unica dose de crotoxina, os grupos UU e UUCTX10
apresentaram um numero médio de lesdes semelhante, ndo sendo aparente qualquer
tipo de efeito proveniente da crotoxina administrada (Figura 13), no que concerne a
diminuicdo do aparecimento de lesbes tumorais. O mesmo acontece no tratamento

com multiplas doses de crotoxina (Figura 14).

Adicionalmente, podemos observar em ambos 0s tratamentos, uma incidéncia
de lesdes nos grupos controle CM e C10, de 20 e 50%, respectivamente,
possivelmente devido a um menor nimero de animais por grupo e, também por conta
dos camundongos da linhagem AIRmin desenvolverem espontaneamente adenomas
pulmonares ao longo da sua vida. No entanto, apesar de existir lesdes, sempre
aparecem em numero reduzido, praticamente nulo, como podemos observar nos

graficos de multiplicidade.
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Figura 13 - Multiplicidade (esquerda) e incidéncia (direita) das lesdes tumorais macroscépicas observadas
nos camundongos da linhagem AIRmin tratados com uretana (UU) e com uma dose Unica de crotoxina
(16 pg/kg) administrada 10 dias apds a primeira dose de uretana (UUCTX10), além dos respectivos
controles (C10 e CTX10). Os valores de multiplicidade refletem a média do nimero de lesdées tumorais
registradas. Os gréficos de incidéncia representam a porcentagem de camundongos em cada grupo que
apresentou lesdes tumorais. Os dados estdo representados como média + erro padrao da média (x
EPM).
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Fonte: préprio autor, 2023.

Figura 14 - Multiplicidade (esquerda) e incidéncia (direita) das lesbes tumorais macroscopicas observadas
nos camundongos da linhagem AIRmin tratados com uretana (UU) e com doses multiplas de crotoxina (8
pg/kg) administradas a cada 10 dias apds a primeira dose de uretana (UUCTXM), além dos respectivos
controles (CM e CTXM). Os valores de multiplicidade refletem a média do numero de lesdes tumorais
registradas. Os gréficos de incidéncia representam a porcentagem de camundongos em cada grupo que
apresentou lesdes tumorais. Os dados estédo representados como média + erro padrao da média (x
EPM).
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Nas figuras 15 e 16 observamos as imagens das lesfes tumorais
macroscopicas aos 120 dias, permitindo uma comparacdo entre os diferentes

tratamentos.

Na figura 15 é possivel observar as lesGes tumorais nos grupos tratados com
dose Unica de crotoxina. Aos 30 dias, o numero de lesGes observadas € praticamente
nulo, sendo apenas observada 1 lesdo no grupo UU. Ja aos 120 dias, enquanto os
grupos CM e CTX 10 continuam praticamente sem lesGes aparentes, os grupos UU e
UUCTX10 apresentam um numero consideravelmente elevado, sendo 20 e 24 o
namero maximo de lesGes observadas, respectivamente. Na figura 16 podemos
observar que o mesmo acontece com o tratamento no qual foram aplicadas multiplas
doses de crotoxina, sendo 24 o niumero maximo de lesdes contabilizadas no grupo
UUCTXM.

Nestas imagens apenas podemos visualizar as les6es superficiais. Durante a
contagem das lesdes, os lobulos do pulméo foram divididos para uma melhor e mais

precisa quantificago.
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Figura 15 - Lesdes tumorais macroscopicas observadas em cada grupo do tratamento com uma dose
Unica de crotoxina 10 dias apds a administracao de uretana. As lesdes encontram-se destacadas com
um circulo vermelho a sua volta em cada imagem.

30 dias 120 dias

C10
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UUCTX10

Fonte: proprio autor, 2023.
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Figura 16 - LesGes tumorais macroscopicas observadas em cada grupo do tratamento com doses
multiplas de crotoxina a cada 10 dias. As lesdes encontram-se destacadas com um circulo vermelho a
sua volta em cada imagem.
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Fonte: proprio autor, 2023.
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Foram também medidos os diametros das lesdes com recurso de um
paquimetro. Podemos observar nas seguintes tabelas 6 e 7, que ndo houve
diferencas entre o grupo UU e os grupos UUCTXM e UUCTX10. Sendo assim, nao é
possivel constatar nenhum efeito modulador da crotoxina, assim como observado nos

parametros de multiplicidade e incidéncia.

Tabela 6 — Diametro médio (mm) £ erro padrdo da média (x + EPM) das lesGes macroscépicas
observadas nos camundongos tratados com uma dose Unica de crotoxina.

30 dias 120 dias
C10 0,00 = 0,00 0,80 +£ 0,46
CTX10 0,00 + 0,00 0,32+0,32
uu 0,04 + 0,04 1,38 £ 0,06
UUCTX10 0,00 + 0,00 1,33+0,08

Fonte: préprio autor, 2023.

Tabela 7 — Diametro médio (mm) % erro padrdo da média (X + EPM) das lesGes macroscopicas
observadas nos camundongos tratados com multiplas doses de crotoxina.

30 dias 120 dias
CM 0,00 = 0,00 0,43+0,43
CTXM 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
uu 0,04 + 0,04 1,38 £ 0,06
UUCTXM 0,00 = 0,00 1,39+£0,10

Fonte: préprio autor, 2023.

4.2.2 Analises histolégicas dos pulmoées

Na figura 17, observamos nas imagens histopatoldgicas, a evolugdo da
carcinogénese pulmonar, assim como o efeito da CTX nos diferentes tratamentos

realizados.
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Figura 17 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar, evidenciando um possivel
efeito terapéutico no tratamento com uma dose Unica ou multiplas doses de crotoxina.

uu UUCTXM UUCTX10

Controle Positivo Tratamentos

Fonte: proprio autor, 2023.

O exame histopatoldgico dos fragmentos de tecido pulmonar dos camundongos
da linhagem AIRmin pertencentes aos grupos de tratamento C10, controle negativo
do grupo de tratamento com uma dose unica de crotoxina, e CM, controle negativo do
grupo de tratamento com multiplas doses de crotoxina, mostraram um padréo de
normalidade n&o apresentando nenhuma alteragdo histopatolégica digna de nota

(Figura 18).

Figura 18 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar dos controles negativos dos
grupos de tratamento com uma dose Unica de crotoxina (C10) e multiplas doses (CM). Barras de escala
de 0,25 mm nos Iébulos pulmonares e 10-50 um nas ampliagdes. Coloragao de H&E. * - Luz da arteriola
brénquica; & - Luz do bronquiolo ou brénquico.

Fonte: proprio autor, 2023.
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Foi observado um leve infiltrado inflamatério em um dos fragmentos analisados
de tecido pulmonar do grupo de tratamento CTX10. O mesmo ndo aconteceu em
nenhum fragmento do grupo de tratamento CTXM, evidenciado o papel anti-
inflamatoério da CTX administrada continuamente nesse grupo (Figura 19).

Figura 19 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar dos grupos de tratamento com
uma dose unica de crotoxina (CTX10) e multiplas doses (CTXM). Barras de escala de 0,25 mm nos
I6bulos pulmonares e 10-50 um nas ampliagdes. Coloragao de H&E. * - Luz da arteriola brénquica; & -
Luz do bronquiolo ou brénquico.

Fonte: préprio autor, 2023.

Ademais, os fragmentos do grupo UU (Figura 20) mostraram uma
tumorigénese evoluida caracterizada por uma massa neoplasica composta de tapetes
celulares hepatizados bem diferenciados, com origem no epitélio brénquico e
migragdo para os alvéolos, tal como a formagdo de uma capsula neoplasica,
caracterizando um diagnéstico de adenocarcinoma in situ com células formando
arranjos glandulares e lesdes invasivas originarias dos grandes brénquios, assim
como a presenga de émbolos neoplasicos na luz dos vasos sanguineos e linfaticos,

sugerindo possivel metastase.
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Figura 20 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar do grupo de tratamento UU,
controle positivo para tumorigénese induzida por uretana. Barras de escala de 0,25 mm nos I6bulos
pulmonares e 10-50 ym nas ampliacdes. Coloracdo de H&E. # - Area neoplasica; Seta preta - Epitélio
brénquico; Ponta da seta preta - Capsula neoplasica ou neovascularizagao; Ponta da seta vermelha
- Embolos neoplasicos.

Uretana

Fonte: proprio autor, 2023.

Nas imagens dos grupos tratados com crotoxina, € possivel observar um efeito
modulatério na evolugao da tumorigénese. O grupo UUCTXM parece apresentar uma
massa neoplasica reduzida quando comparada com a massa neoplasica observada
no grupo UU (Figura 21). As areas de necrose sao mais extensas e a diferenciagao
ou hepatizacado das células neoplasicas ndo ocorre de forma acentuada como no
grupo UU, assim como os émbolos neoplasicos associados a metastase ndo séo
observados. Adicionalmente, a neovascularizagcdo acentuada na massa tumoral
sugere a atuagdo dos mecanismos de reparo tecidual marcado pela presenca de

fibroblastos.
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Figura 21 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar do grupo tratado com multiplas
doses de crotoxina (UUCTXM). Barras de escala de 0,25 mm nos Iébulos pulmonares e 10-50 ym nas
ampliagdes. Coloragédo de H&E. # - Area neoplasica; Seta preta - Epitélio brénquico; Ponta da seta
preta - Capsula neoplasica ou neovascularizagao; n - Necrose; h - Formacao de tapetes celulares
hepatizados.

UUCTXM

Fonte: préprio autor, 2023.

Na sequéncia da analise, os fragmentos do tecido pulmonar do grupo
UUCTX10 revelaram um processo inflamatério intenso e generalizado, assim como a
cinética leucocitaria parece ocorrer do epitélio brébnquico para o intersticio do érgéo e,
em seguida, para os alvéolos (Figura 22). Além disso, a presenca de corddes de
células hepatizadas iniciando a formacgao de tapetes celulares, é algo caracteristico
da instalacdo do processo neoplasico. No entanto, apesar da presenca de nédulos
neoplasicos apicais no tecido pulmonar destes animais, a crotoxina sugestivamente
parece ter desorganizado a estrutura do nédulo neoplasico, reduzindo os tapetes
celulares hepatizados que caracterizam a malignidade da neoplasia. De forma distinta
do grupo de tratamento UUCTXM, no grupo UUCTX10 o mecanismo da crotoxina na
tumorigénese nao teve influéncia na area de necrose. Todavia, € possivel observar

uma metaplasia acentuada e hiperplasia além de neovascularizagao.
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Figura 22 - Imagens representativas dos fragmentos de tecido pulmonar do grupo tratado com uma
dose unica de crotoxina (UUCTX10). Barras de escala de 0,25 mm nos Iébulos pulmonares e 10-50 ym
nas ampliacdes. Coloracdo de H&E. # - Area neoplasica; h - Formagdo de tapetes celulares
hepatizados; * - Luz da arteriola brénquica; & - Luz do bronquiolo ou brénquico; i — Infiltrado inflamatério.

UUCTX10

Fonte: proprio autor, 2023.

Por fim, quando analisamos a somatéria destas alteragcdes, em escores
patologicos, é possivel observar uma discreta redugdo no grupo de tratamento
UUCTXM e moderada no grupo UUCTX10, quando comparados com o grupo UU
(Figura 23A). Assim como uma redugédo no valor da area tumoral nesses grupos
(Figura 23B).
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Figura 23 — A - Score patoldgico baseado nas métricas presentes na tabela 5: 0 - Tecido normal; 1 -
Inflamacéao cronica, ulceragédo, atrofia ou hiperplasia; 2 - Atipia celular, metaplasia ou células em estagio
de mitose; 3 - Displasia; e 4 - 5 - Carcinoma positivo. B - Grafico referente a porcentagem (%) de area
tumoral em cada um dos grupos de tratamento.
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Fonte: préprio autor, 2023.

4.2.3 Imunofenotipagem

Para identificacdo das populagdes celulares presentes nos pulmdes dos
animais da linhagem AIRmin tratados com dose unica de crotoxina e com multiplas
doses, foi realizada a marcagao celular com anticorpos especificos dirigidos as
moléculas de superficie das células T CD4, T CD8, NK, neutrdfilos, células dendriticas
e macrofagos. Para esta andlise, foi adotada a estratégia de identificacdo das

populagdes representada na figura 24.
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Figura 24 - Estratégia adotada para analise das células responsaveis pela resposta inflamatéria
(neutrdfilos) evidenciadas pela marcagdo GR1*/CD11b* assim como as células CD4*, CD8*, NK*,
CD11c*/MHCII* e CD11b*/F4/80*. A estratégia adotada para selegdo das populagdes celulares
iniciou-se com a exclusdo das células duplicadas (1), € em seguida, foram eliminados os debris
celulares (2). A populagdao CD45* foi identificada, de modo a avaliar apenas os leucdcitos (3). Em
seguida, foram identificadas as populagdes celulares de interesse: linfocitos T CD4 e T CD8 (4),
células NK (5), neutroéfilos (6), macrofagos (7) e células dendriticas (8). As analises foram realizadas

no programa FlowJo.
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Na figura 25 observamos o perfil de células T CD4 presente nos pulmdes dos
animais AIRmin. Em relacdo ao tratamento com dose Unica de crotoxina (16 pg/kg),
podemos observar uma diminuicdo deste tipo celular no grupo UU dos 30 dias para
0s 120 dias. Ja no tratamento com multiplas doses de crotoxina (8 pg/kg), o grupo UU
diferencia-se dos demais aos 30 dias, apresentando um maior numero de células T
CD4. Seria necessario a diferenciacdo deste tipo celular, de modo a determinar se
séo células T CD4 auxiliares ou células T regulatorias (Treg), uma vez que este tipos
celulares apresentam diferentes papéis no que concerne ao desenvolvimento tumoral,
sendo as células T CD4 auxiliares associadas a um prognostico tumoral promissor em
varios tipos de canceres, e as células Treg a uma imunossupressao que favorece a
progressdo e desenvolvimento tumoral, no entanto, ndo foi possivel realizar esta

diferenciagdo com o anticorpo anti-FOXP3.

Figura 25 - Analise de células T CD4 presentes nos pulmdes dos animais da linhagem AIRmin com
tratamento com dose Unica de crotoxina (16 pg/kg) (esquerda) e com multiplas doses de crotoxina (8
pg/kg) (direita). Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média (¥ + EPM) da
concentracao celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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Fonte: préprio autor, 2023.

Podemos observar o perfil das células T CD8 na figura 26. No tratamento com
uretana (UU), verificamos novamente uma diminuig&o significativa dos 30 para os 120
dias, o que pode revelar uma inibicdo de células T CD8, consequente de alteracdes
no microambiente tumoral, favorecendo assim a progresséo do tumor. Este perfil de
diminuicdo de T CD8 é considerado um padrdo de dindmica celular apds tratamento
com Uretana. Nos tratamentos com CTX (UUCTX10 ou UUCTXM) ndo observamos

qualquer alteracdo dessa populacéo entre os tempos de 30 e 120 dias pés uretana.
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Uma significativa diminuicdo no grupo UUCTXM em relacédo ao UU foi observado aos
30 dias. Isto pode acontecer devido a um processo mais acelerado no grupo onde nao
houve administracdo de CTX, havendo assim um recrutamento de células T CD8
maior, para combate a um tumor que se desenvolveu precocemente, condizendo com
o gréafico de incidéncia deste grupo de tratamento (Figura 14), onde o grupo UU

revelou uma incidéncia ligeiramente maior que os restantes grupos aos 30 dias.

Figura 26 - Analise de células T CD8 presentes nos pulmdes dos animais da linhagem AIRmin com
tratamento com dose Unica de crotoxina (16 pg/kg) (esquerda) e com multiplas doses de crotoxina (8
pg/kg) (direita). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (x + EPM) da
concentracgao celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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Fonte: préprio autor, 2023.

No que concerne as células NK (Figura 27), nao foi possivel observar, em
ambos os tratamentos, diferencas significativas relevantes. No entanto, assim como
para as células T CD8, houve diminuicdo no grupo UU aos 120 dias, possivelmente

devido as mesmas razdes mencionadas anteriormente para as células T CD8.



66

Figura 27 - Analise de células NK presentes nos pulmdes dos animais da linhagem AIRmin com
tratamento com dose Unica de crotoxina (16 pg/kg) (esquerda) e com multiplas doses de crotoxina (8
Mg/kg) (direita). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdao da média (x + EPM) da
concentracgao celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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Fonte: préprio autor, 2023.

Em relacdo ao perfil das células neutrofilicas representado na figura 28,
podemos apenas visualizar diferencas significativas no grafico que representa o
tratamento com multiplas doses de crotoxina, sendo, mais uma vez, essas diferencas
observadas apenas aos 30 dias. O grupo UU apresentou um maior nimero de células
neutrofilicas do que os grupos onde foi administrada crotoxina, provavelmente devido

a acao anti-inflamatoéria da mesma, ja descrita na literatura.

Figura 28 - Anadlise de células neutrofilicas (GR1*/CDb11*) presentes nos pulmdes dos animais da
linhagem AIRmin com tratamento com dose Unica de crotoxina (16 ug/kg) (esquerda) e com multiplas
doses de crotoxina (8 pg/kg) (direita). Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da
média (x £ EPM) da concentracéo celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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N&o foi possivel observar, em ambos os tratamentos, diferencas significativas
entre o grupo UU e os grupos tratados UUCTX10 e UUCTXM, no perfil das células
dendriticas (Figura 29). Apenas é possivel visualizar um aumento significativo deste
tipo celular dos 30 para os 120 dias no grupo UUCTXM.

Figura 29 - Analise de células dendriticas (CD11c*/MHCII*) presentes nos pulmdes dos animais da
linhagem AIRmin com tratamento com dose Unica de crotoxina (16 ug/kg) (esquerda) e com multiplas
doses de crotoxina (8 pg/kg) (direita). Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da
média (¥ £ EPM) da concentracgdo celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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Fonte: préprio autor, 2023.

Na figura 30, € possivel visualizar um desaparecimento de macréfagos em
todos os grupos de tratamento, dos 30 dias para os 120 dias. Considerando o tempo
de 30 dias, verificamos diminui¢cfes significativas destas células em decorréncia dos
tratamentos com CTX, efeito este semelhante ao ocorrido com os neutréfilos que,

como células inflamatdrias, podem ser inibidos pela CTX.
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Figura 30 - Analise de macrofagos (CD11b*/F4/80*) presentes nos pulmdes dos animais da linhagem
AIRmin com tratamento com dose Unica de crotoxina (16 ug/kg) (esquerda) e com mudultiplas doses de
crotoxina (8 pg/kg) (direita). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (i *
EPM) da concentracao celular. * Sdo considerados significativos os valores p<0,05.
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Fonte: préprio autor, 2023.

4.2.4 Expressao de génica de citocinas

A analise da expressao génica foi realizada a partir da extragdo do RNA total
dos pulmdes dos animais da linhagem AIRmin. Na figura 31, podemos observar os

graficos referentes a expressao dos genes /l11-6, II-6, Tnf-a, Ifn-y, Vegf-a, Tgf1-3, Csf2,
II-10 e II-17 para cada tratamento realizado.
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Figura 31 — Expressao génica nos pulmdes dos animais da linhagem AIRmin aos 30 e 120 dias de
tratamento com uma dose Unica de CTX (esquerda) e multiplas doses de CTX (direita). Os resultados
estdo expressos como média + erro padrao da média (x £ EPM). * Sdo considerados significativos os
valores p<0,05.
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Nao é possivel constatar diferengas significativas na expressao dos genes
analisados em ambos os tratamentos, quando comparamos o grupo UU e UUCTX10
ou UUCTXM, exceto na expressao do gene Tnf-a, que se diferencia aos 30 dias no
grupo de tratamento com doses multiplas de crotoxina. A expressao de Tnf-a em
tumores tem sido debatida, podendo apresentar um papel de supressao da
proliferagdo de células tumorais promovendo a regressdo do tumor, ou um papel
favoravel ao desenvolvimento tumoral e metastase. Uma vez que nao foi possivel
observar diferengas aos 120 dias na incidéncia e multiplicidade no grupo tratado com
multiplas doses de crotoxina em relagdo ao grupo UU, a interpretagdo do papel do

Tnf-a no cancer induzido, nestas condi¢gdes especificas, torna-se mais complexa.

Com relagao a /I-10, verificamos um aumento significativo do potencial de
producao desta citocina aos 30 dias nos animais tratados com uretana (UU) o que
pode indicar uma tentativa do organismo de inibir as reagdes inflamatorias associadas

ao tumor.



72

Quanto a IL-17, verificamos diminuigdo significativa aos 120 dias nos grupos
onde foi induzido tumor por administracdo de uretana. Este fato poderia estar
relacionado com a evolugdo tumoral, pois esta citocina estd associada com
angiogénese. No entanto esta associagéo nao é direta pois ndo houve diminuigao de

tumorigénese no grupo UU aos 120 dias.
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5 DISCUSSAO

Entre todos os tipos existentes de cancer, o pulmonar é o responsavel pelo
maior numero de oObitos mundialmente. Seu progndstico é, geralmente, pouco
promissor devido ao diagndstico num estagio frequentemente tardio. O sistema imune
tem o potencial de reconhecer e eliminar células malignas, no entanto, a presenga de
tumores envolve mecanismos de evasdo que resultam em um microambiente
imunossupressor, sinalizagdo anormal de células T e aumento da atividade das células
inibitérias que seriam responsaveis por evitar um ataque indiscriminado contra células
préprias (SAAB et al., 2020).

O microambiente tumoral é complexo e rico em células que podem promover
ou suprimir o crescimento tumoral. Desta forma, qualquer alteracao pode desencadear
um prognostico tumoral diferente (ANDERSON; SIMON, 2020).

Neste estudo, avaliamos o papel da CTX na modulagcdo da carcinogénese
pulmonar induzida por URT em camundongos da linhagem AIRmax e AIRmin,
considerando os seus efeitos “antitumorais”,  anti-inflamatérios  e/ou
imunomoduladores descritos na literatura (FREITAS et al., 2018; NUNES et al., 2010;
WANG et al.,, 2014). O real efeito antitumoral da crotoxina sé foi descrito
experimentalmente em 2023 por Da Rocha e colaboradores que demonstraram um
efeito inibidor parcial de carcinoma de boca em camundongos Swiss, com diminuigéo
significativa das lesbes de células escamosas apoés tratamento com 10 ug/kg de
crotoxina (DA ROCHA et al., 2023).

Em relagdo ao modelo animal adotado, as duas linhagens AIRmax e AIRmin
adquiriram, ao longo do processo seletivo, alelos de efeitos opostos no locus pas7,
resultando em diferengcas no fendtipo de resisténcia e susceptibilidade a
carcinogénese pulmonar induzida por URT, sendo os animais AIRmax resistentes
(pas1’) e os animais AIRmin susceptiveis (pas7s), como descrito por Maria et al.
(2003). Essa correlagdo sugere ligacao funcional entre AIR e a tumorigénese
(RIBEIRO et al., 2005). O principal efetor do locus pas? é o gene kras, responsavel
pela inducdo de tumores através da administragcdo de URT (DASSANO et al., 2014,
SOZIO et al., 2021). Sendo assim, devido a diferenga no aparecimento de lesdes nas

linhagens, no qual os animais AIRmax apresentam lesdes pequenas num periodo
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tardio, enquanto, os animais AIRmin apresentam lesdes de maiores dimensodes
precocemente, € possivel que a expressao do gene kras nos animais AIRmax seja
menor, em comparagdo com os animais AIRmin. Estudo recente nestas linhagens
indicou a participacédo de genes que codificam a transcrigdo de fatores angiogénicos,
de protecdo ao DNA e de ativagdo do complexo inflamassomo, além de genes que
codificam mediadores que modulam a atividade de células imunocompetentes
(BORREGO et al., 2022).

Considerando os resultados das analises das lesdes tumorais nos pulmdes dos
animais AIRmax e AIRmin, podemos concluir que o fendtipo de resisténcia e
susceptibilidade descrito por Ribeiro et al. (2005) se manteve, ndo apresentando
nenhuma alteragdo com os tratamentos de CTX. No primeiro experimento realizado,
no qual a CTX foi aplicada 10 dias apds a administracdo de URT numa concentragao
de 8 ug/kg, observamos que o grupo de tratamento UU nao se diferencia do grupo de
tratamento com CTX associada, que, mesmo apresentando um menor numero de
lesbes, ndo apresentou significancia, ndo evidenciando, portanto, qualquer papel

antitumoral da CTX nesse grupo de tratamento.

Nas demais analises, o grupo de tratamento UUCTX10 apresentou resultados
com um perfil distinto, principalmente, nas histologias, onde esse grupo apresentou
lesdes menos invasivas, o que pode evidenciar que a administracdo de CTX aos 10
dias apos URT pode ser considerada uma abordagem razoavel na tentativa de inibigao

da carcinogénese pulmonar.

No que concerne a celularidade, nestas condicbes, apenas foi possivel
observar diferencas significativas no perfil de células T CD8 e células mieloderivadas
imaturas pela expressdo da molécula CD38, células com fendtipo
GR1*/CD11b*/CD38" (RIBEIRO et al., 2003). Estas podem representar um grupo de
células supressoras (MDSCs) com propriedades inibitérias de células citotoxicas pelo
consumo de arginase do microambiente tumoral (VANHAVER; VAN DER BRUGGEN,;
BRUGER, 2021), propriedade verificada experimentalmente pelo nosso grupo do
Laboratorio de Imunogenética do Instituto Butantan (TAMIRIS ISABELA GUIDUGLI,
2019).

Os linfocitos T CD8 sao células citotdxicas que eliminam células cancerigenas,

suprimem a angiogénese, e estdo geralmente associadas a um progndstico positivo
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em pacientes com cancer (ANDERSON; SIMON, 2020). Desta forma, era esperado
uma presenga populacional maior desses linfécitos no grupo tratado com CTX devido
a sua acao antitumoral descrita na literatura, com experimentos realizados in vitro
(WANG et al., 2014; YE et al., 2011). No entanto, no grupo UUCTX10 foi observada
uma menor concentragao dessas células quando comparada ao grupo que recebeu
apenas uretana (UU) aos 30 e 120 dias, o que poderia refletir uma imunossupressao

pela crotoxina ou por células mieloides supressoras presentes (MDSC).

As células MDSC possuem caracteristicas de neutréfilos ou macrofagos e
apresentam fungao imunossupressora, favorecendo o crescimento tumoral através da
supressao da atividade dos linfécitos T citotoxicos, mediando a imunossupressao do
tumor (JAYARAMAN et al., 2012; TSUBAKI et al., 2018). Verificamos que o grupo de
tratamento UUCTX10 diferencia-se aos 120 dias de tratamento do grupo UU,
apresentando uma quantidade menor deste tipo celular, o que, possivelmente, se
reflete na leve diminuigdo na multiplicidade de lesdes. No entanto, seria necessario
demonstrar essa eventual funcdo supressora em ensaios in vitro de inibigdo de

proliferagao de linfocitos.

Na tentativa de inibicdo da carcinogénese pulmonar induzida por URT, foi
testada uma nova abordagem em um segundo experimento, no qual foram
estabelecidos dois grupos de tratamento: 1 — com uma dose unica de crotoxina
aplicada 10 dias ap6s a administracdo de URT numa concentracao de 16 pg/kg, de
modo a averiguar se uma concentragdo maior resultaria em melhor inibigdo nos
fendtipos de multiplicidade ou incidéncia e 2 — com multiplas doses (8 ug/kg) de
crotoxina administradas a cada 10 dias, de modo a avaliar o papel da crotoxina quando
aplicada continuamente. Adicionalmente, neste segundo experimento, apenas foram
analisados os animais AIRmin, de modo a ter uma melhor visdo do papel da crotoxina
numa linhagem susceptivel, assim como foram escolhidos apenas dois tempos para
analise, os 30 dias, para observacao do inicio da formacao do processo tumoral, e os
120 dias, onde a tumorigénese ja estaria instalada.

Tendo em conta os resultados das analises fenotipicas de multiplicidade e
incidéncia, nao foi observado qualquer efeito inibitério pela crotoxina oferecida em
uma unica dose de 16 pg/kg ou em doses multiplas de 8 ug/kg, indicando que o uso
de doses maiores ndo melhora o efeito inibitério esperado. Ao contrario, a dose de 8

Mg/kg aplicada uma unica vez foi, aparentemente, mais eficaz na redugdo de
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multiplicidade e incidéncia se considerarmos apenas os valores médios do numero de
lesdes ou de animais acometidos. De fato, o uso de doses menores de crotoxina para
modulag¢do de eventos imunologicos e farmacoldgicos foi abordado por Sant’Anna em
2019 em estudo de analgesia pela crotoxina (SANT’ANNA et al., 2019).

Além dos dados fenotipicos, a dinamica celular avaliada em condi¢cbes de
tumorigénese n&o evidenciou diferengas importantes sob influéncia dos tratamentos
com crotoxina. As células T CD8 e NK, responsaveis pela citotoxicidade tumoral,
apresentaram diminuigcdo aos 120 dias, enquanto o numero de lesbes aumentou,
evidenciando uma correlacdo negativa. Este perfil pode estar relacionado com a

presenca de células imunossupressoras, MDSC e células T regulatérias (Treg).

A populagao de células inflamatdrias classicas como neutréfilos (CD11b/GR1)
e macrofagos (CD11b/F4/80) também estiveram aumentados no periodo inicial,
caracterizando um processo inflamatorio crénico associado a tumorigénese em todos
os grupos. Diferente dos macréfagos, onde as concentragdes foram diminuidas, os
neutréfilos mantiveram-se nos mesmos niveis aos 120 dias. Este perfil pode estar
associado a fungao imunossupressora destas células de fenétipo G-MDSC ou PMN-
MDSC (VANHAVER; VAN DER BRUGGEN; BRUGER, 2021). Quanto aos
macréfagos, estes podem constituir as células associadas ao tumor (TAM),
favorecendo a evolugdo do tumor por neovascularizagdo e metastase, embora

significativamente diminuidos nos grupos tratados com crotoxina.

No estudo de expressdo génica de citocinas pro- e anti-inflamatorias,
verificamos que houve uma condi¢ao propicia para a resposta a uretana onde fatores
imunossupressores, inflamatérios e hematopoiéticos estiveram elevados nesse grupo
no inicio da tumorigénese aos 30 dias. Aos 120 dias essas expressdes de TGF-3, IL-
10 e IL-17 estiveram diminuidas, o que pode favorecer as alteragcbes na evolugao
tumoral. A expressao génica do TNF-a esteve aumentada no inicio da tumorigénese
no grupo uretana (UU) aos 30 dias na provavel tentativa de eliminar o tumor. Este
entendimento n&o se aplicaria ao grupo tratado com crotoxina multipla. E importante
ressaltar que se trata de expresséo génica relativa, portanto susceptivel a alteragdes

pos-transcricionais.

No que concerne a analise histopatoldgica, os dois tratamentos revelaram um

efeito modulatério na evolugao da tumorigénese, no qual € evidente uma redugéo da
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massa neoplasica quando comparados com o grupo tratado com uretana (UU). Ainda,
entre os tratamentos, os mesmos se diferenciam, sendo que o grupo UUCTXM
apresenta extensas areas de necrose, sem indicios de metastase, ja o grupo
UUCTX10, apesar de revelar um processo inflamatorio intenso, que, supostamente,
influenciaria o desenvolvimento maligno, parece promover a desorganizagao
estrutural do ndédulo neoplasico, reduzindo os tapetes celulares hepatizados que
caracterizam a malignidade da neoplasia, assim como n&do apresentou areas de
necrose diferenciadas. Sendo assim, o grupo de tratamento UUCTX10 parece
apresentar menor malignidade quando comparado ao grupo UU, e o grupo UUCTXM,
uma reducdo na massa neoplasica. E possivel também ressaltar a presenca de
infiltrado inflamatério nos grupos UUCTX10 e CTX10 enquanto 0 mesmo processo
nao foi verificado nos animais dos grupos UUCTXM e CTXM, podendo dever-se ao
papel anti-inflamatério da crotoxina, que, na segunda abordagem, é aplicada

continuamente.

Resultados semelhantes de evolucdo tumoral foram também observados no
estudo de tumorigénese oral, onde a crotoxina, administrada intraperitonealmente,

também interferiu na estrutura e evolugao neoplasica (DA ROCHA et al., 2023).

Assim, estudos deverao ser desenvolvidos no sentido de melhor esclarecer os
mecanismos operantes no controle da evolugao maligna pela administracdo da

crotoxina em animais geneticamente heterogéneos.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de estudar o papel da CTX in vivo
na modulacdo da carcinogénese pulmonar induzida por uretana. Ao longo da
realizacdo do trabalho observamos que o tratamento com uretana confirmou o
fendtipo de resisténcia e susceptibilidade das linhagens AIRmax e AIRmin,
respectivamente, mesmo quando administrados com CTX. No entanto, no que
concerne a multiplicidade e incidéncia de lesées, nenhum dos tratamentos com CTX
revelou um efeito inibidor. Ja na analise histopatolégica, foi possivel observar
diferengas nos grupos tratados, onde a administragdo de CTX indicia um possivel e
promissor efeito terapéutico na redugdo da malignidade neoplasica, por meio da
desorganizagao estrutural do nédulo neoplasico no grupo UUCTX10 (16 pg/kg), além
da inibicdo de metastase no grupo UUCTXM (8 ug/kg). Estes efeitos foram

constatados inicialmente e confirmados no segundo experimento.

Verificamos que quando a CTX foi aplicada numa concentragdo menor na
primeira abordagem (8 pg/kg), resultou numa menor multiplicidade de lesdes tumorais
no grupo UUCTX10, do que quando aplicada numa concentragdo maior (16 pg/kg).
Sugerindo assim, que doses menores de CTX parecem ser mais eficazes na tentativa

de inibicdo da carcinogénese pulmonar.

Assim, entendemos que seriam necessarios estudos in vivo mais aprofundados
de modo a verificar a capacidade antitumoral da CTX, uma vez que os fendtipos
celulares e moleculares nao evidenciaram claramente os mecanismos operantes na

modulagdo da malignidade pela CTX sob as condi¢des trabalhadas.
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