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RESUMO

Os dados epidemioldgicos relacionados ao céncer sdo alarmantes. Em 2018, foram
diagnosticados, mundialmente, 18 milhdes de novos casos, sendo que 52% destes pacientes
vieram a 6bito. No Brasil, os nimeros séo igualmente preocupantes, sendo esperados 627 mil
novos diagnosticos para o triénio de 2020-2022. O principal tratamento sistémico é a
quimioterapia, capaz de conter, na maioria dos casos, a progressdo da doenca, contudo
associada a efeitos colaterais debilitantes. Nesse cenario, a imunoterapia tem se mostrado
promissora e revolucionéria, ao estimular os proprios mecanismos de defesa na contencdo de
tumores. O fator de ativacdo de macrofagos derivado da proteina Gc (GCMAF) € assim
classificado e capaz de inibir a imunossupressdao mediada pelas células transformadas. No
presente estudo avaliamos os efeitos moduladores do GEMAF em Drosophila melanogaster
utilizando o teste de tumores epiteliais (ETT) para predizer sua anticarcinogenicidade em um
modelo experimental que apresenta elevada homologia genética com mamiferos. GCMAF
isolado nas concentragbes (25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/ml), Vitamina D (VD-1mM),
Doxorrubicina (DOX-0,4mM) e as combinacdes, GCMAF + VD, GcMAF + DOX, GcMAF +
VD + DOX também nédo apresentaram toxicidade a D. melanogaster, sendo estas as condi¢des
avaliadas no ETT. GCMAF isolado ndo foi carcinogénico em nenhuma das concentracdes
avaliadas e nem quando associado a VD. As combinagdes GCMAF + DOX e GCMAF + DOX
+ VD apresentaram significativo efeito modulador sobre a carcinogenicidade da DOX, com
reducdo na frequéncia de tumores quando comparado ao controle positivo (DOX — 0,4mM).
Nosso estudo auxiliara na compreensdo do papel do GCMAF no controle de tumores,

permitindo melhor caracteriza-lo enquanto estratégia de tratamento oncoldgico.

Palavras-chave: GcMAF. Drosophila melanogaster. Carcinogénese. Imunoterapia.



ABSTRACT

Cancer-related epidemiological data are alarming. In 2018, 18 million new cases were
diagnosed worldwide, with 52% of these patients dying. In Brazil, the numbers are equally
worrying, with 627,000 new diagnoses expected for the 2020-2022 triennium. The main
systemic treatment is chemotherapy, capable of, in most cases, a progression of the disease,
associated with effects associated with debilitating effects. In this scenario, immunotherapy has
to define the promise and the revolutionary, by stimulating its own defense mechanisms in the
containment of tumors. The Gc protein-derived macrophage activating factor (GCMAF) is thus
evaluated and capable of inhibiting immunosuppression mediated by transformed cells. In the
present study, we evaluated the modulatory effects of GEMAF in Drosophila melanogaster
using the epithelial tumor test (ETT) to predict its anticarcinogenicity in an experimental model
that has high genetic homology with mammals. GECMAF isolated in the configurations (25pg /
ml, 50pg / ml and 100pg / ml), Vitamin D (VD-1mM), Doxorubicin (DOX-0.4mM) and as flats,
GCcMAF + VD, GCcMAF + DOX, GcMAF + VD + DOX is also not a toxicity for D.
melanogaster, these being the conditions evaluated in the ETT. Isolated GEMAF was not
carcinogenic in any of the evaluated recommendations, nor when associated with VD. How to
join GEcMAF + DOX and GCcMAF + DOX + VD dissipating modulatory effect on the
carcinogenicity of DOX, with a reduction in the frequency of tumors when compared to the
positive control (DOX - 0.4mM). Our study helps to understand the role of GCMAF in tumor

control, allowing us to better characterize it as a cancer treatment strategy.

Keywords: GCMAF. Drosophila melanogaster. Carcinogenesis. Immunotherapy.
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1. INTRODUGCAO COM FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1. Cancer e suas estratégias de tratamento

O céancer é um problema de saude publica e, mundialmente, é a segunda maior causa de
mortes, sendo superado apenas pelas doencas cardiovasculares. A mais recente estimativa da
Global Cancer Observatory, registrou, em 2020, mais de 19 milhdes de novos casos de cancer
em todo o mundo. Os mais incidentes foram o de mama (11,7%), pulméo (11,4%), colorretal
(10%), prostata (7,3%) e estbmago (5,6%) (Figura 1). No Brasil, de acordo com os dados do
INCA (2020), sdo esperados 627 mil novos diagndsticos para o triénio de 2020-2022.

Figura 1. Numero estimado de novos casos e mortes por tipos de cancer em todo o mundo, para
ambos os sexos e todas as idades.
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Fonte: FERLAY et al., 2020. Adaptado.

Globalmente, dos novos casos registrados, aproximadamente 51% vieram a 6bito, sendo
que destes 55% foram homens e 45% mulheres. Nos primeiros, o cancer de pulméo foi
responsavel por 21,5% das mortes, seguido pelo de figado (10,4%), colorretal (9,3%), estbmago
(9,1%), proéstata (6,8%), esdfago (6,8%) e pancreas (4.5%). Ja nas mulheres, o cancer de mama
se destacou com 15,5% das mortes, seguido pelo de pulméo (13,7%), colo do utero (7,7%),
estdbmago (6%), figado (5,7%), pancreas (4,9%) e outros tipos com 37% (FERLAY et al., 2020)
(Figura 2). Dados epidemioldgicos tdo alarmantes evidenciam a necessidade de se desvendar



0s mecanismos tumorigénicos e, sobretudo, de desenvolver métodos efetivos de diagndstico e

tratamento.

Figura 2. Numero estimado de mortes em 2020, no mundo, em ambos 0s sexos e todas as idades.
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O termo cancer engloba mais de 100 doencas. As malignas apresentam como
caracteristica comum o crescimento acelerado, desordenado e invasivo das células, as quais se
espalham por todo o organismo. Esse evento é definido como metéstase, a principal causa de
Obito nos pacientes acometidos pela doenca. Importante ressaltar que tumores benignos nao
possuem essa caracteristica e, portanto, permanecem confinados em seu local de origem. O
cancer pode ser classificado como carcinoma, sarcoma, linfoma, leucemia, mieloma, tumor de
células germinativas, melanoma, glioma e neuroblastoma, conforme o tecido em que se
desenvolve o tumor primario (ALMEIDA et al., 2005).

A carcinogénese € relativamente lenta, compreendendo trés etapas principais: iniciacao,
promogéo e progressdo. Na iniciacdo, as células sdo submetidas a agentes carcinogénicos, 0s
quais conduzem a mutages no DNA. Nesse estagio ndo é possivel a identificacdo clinica do
tumor, pois ndo sdo verificadas alteracdes fisiologicas ou morfoldgicas. A etapa de promogao
acontece quando a célula tumoral “iniciada” € continuamente submetida a condig¢des
moleculares adversas, induzindo-a a um perfil maligno. Na progresséo, células ja transformadas
proliferam-se descontroladamente. Essas etapas resultam, portanto, de diferentes mutacdes no
DNA que, quando acumuladas, culminam no descontrole do ciclo celular, da replicagéo, da
transcricdo e da traducdo (VINCENT; GATENBY, 2008).
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Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram uma estrutura légica para a compreensao
do desenvolvimento neoplésico, apontando seis capacidades bioldgicas (Hallmarks) que essas
células adquirem como auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a inibicéo,
evasdo a morte celular programada, angiogénese sustentada, invasdo tecidual e potencial
replicativo ilimitado (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Em 2011, ainda pelos mesmos
pesquisadores, foram apontadas como caracteristicas adicionais, a reprogramagdo do
metabolismo energético, o escape imunologico e a inflamacdo, conforme o avanco das
pesquisas na area (HANAHAN; WEINBERG, 2011) (Figura 3).

Figura 3. Hallmarks do Cancer.
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Fonte: HANAHAN; WEINBERG, 2011. Adaptado.

De forma geral, os Hallmarks compartilham vias de sinalizagcdo que servem como
gatilhos para a ocorréncia de outras caracteristicas e, portanto, encontram-se interconectados.

De fato, a instabilidade gendmica, considerada essencial para o desenvolvimento de tumores,
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pode decorrer de erros no ciclo celular, como em suas proteinas regulatorias e em pontos de
checagem.

Esse cenario conduz a um crescimento desordenado das células afetadas, o que recruta
sinais adicionais para a sua sobrevivéncia, como 0s angiogénicos, de evasdo ao sistema
imunolégico e de reprogramacdo metabdlica, com o desequilibrio na respiragdo aerdbica. A
capacidade de crescimento e autorregulacdo da célula tumoral, um dos Hallmarks mais
evidentes, encontra-se diretamente correlacionada a insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento, a evasao a apoptose e a alteracdo do metabolismo energético (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O céncer é uma doenca que acompanha a histéria humana. Relatos histéricos
mencionam sua primeira identificagdo como um caroco rigido que expelia fluidos, ha 4.600 aC
pelo médico egipcio Imhotep. Herodoto, um historiador grego, registrou a histéria de Atossa,
uma rainha Persa que viveu em meados de 440 aC. Nela, foi descrito o primeiro tumor mamario,
extirpado por Demasitis, como forma de tratamento. A partir do seculo XIX algumas técnicas
cirurgicas foram desenvolvidas com o intuido de ndo apenas remover o tumor, como também
prevenir sua progressao (MUKHERJEE, 2011).

Dentre as estratégias terapéuticas, a cirurgia ainda é a mais empregada no tratamento de
neoplasias. Estima-se que mais de 80% dos tumores, em algum estagio do seu desenvolvimento,
serdo submetidos a métodos cirdrgicos) com duas abordagens existentes, a curativa e a paliativa
(SULLIVAN et al., 2015). Na grande maioria dos casos, a cirurgia € associada a um aumento
da sobrevida, como no caso de cancer de esdfago (FERREIRA et al., 2021) e cancer de mama
(THOMAS et al., 2016). Contudo, algumas complicacGes ainda séo associadas a esta técnica,
como a perda da funcdo muscular pés-operatéria em cirurgias de grande porte, com
agravamento para aqueles pacientes com risco nutricional (SIERRA et al., 2020). Além disso,
o0 trauma cirurgico pode ser acompanhado de uma resposta inflamatoria local e sistémica, além
de supressdo do sistema imunoldgico, o que pode contribuir para a progressao tumoral residual
(TOHME; SIMMONS; TSUNG, 2017). Na radioterapia, também definida como estratégia de
tratamento local, h4 a emissdo controlada de radiac6es ionizantes na regido afetada pelo tumor
visando a destruicdo das células transformadas (WONG; DELNEY; BARTON, 2016).

Sabe-se que hormdnios contribuem para o processo da carcinogénese, 0 que evidencia
a importancia da hormonioterapia como uma abordagem sistémica eficaz que conta com uma
ampla diversidade farmacoldgica e com um perfil de toxicidade satisfatorio (BURSTEIN et al.,
2010). Segundo o National Cancer Institute, os principais canceres sensiveis a hormdnios sdo

0s de mama e os de prostata. Na terapia hormonal ha a caracterizacdo inicial do tumor quanto
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a sua sensibilidade ao hormonio e a posterior escolha da melhor medicagdo a ser adotada.
Podem ser utilizados agonistas do Hormonio Liberador de Horménio Luteinizante (LHRH),
antagonistas do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), inibidores da sintese hormonal
e bloqueadores dos receptores (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

J& na terapia celular ha a administracdo autologa ou alogénica de células especificas,
modificadas ou ndo, visando restabelecer a funcionalidade de um dérgéo ou conjunto de células.
O primeiro registro de terapia celular foi em 1956 por, Morre Donnall Thomas, que realizou o
primeiro transplante de medula éssea (THOMAS et al., 1957). No céncer, pacientes com
neoplasias hematoldgicas ou com funcionamento comprometido da medula 6ssea, como
leucemia mieloide aguda, podem receber indicacbes de transplante de células tronco
hematopoéticas. Ainda que essa estratégia apresente um resultado clinico significativo, existem
complicacBes associadas e sua indicacdo € geralmente adotada quando a expectativa de
sobrevida é maior em relacdo as outras abordagens padrdo, como a quimioterapia (TAKAMI,
2018). Ainda, em casos de leucemia mieloide aguda de baixo risco, o transplante de células-
tronco alogénicas mieloablativas apresenta um bom resultado, trazendo uma melhora
significativa na sobrevida global e livre de recidiva, apds primeira remissdo completa da doenca
(KORETH et al., 2009).

Outra abordagem que vem ganhando notoriedade € a terapia-alvo. Nessa, proteinas e
genes especificos de células tumorais sdo alvos de agentes quimicos como anticorpos ou
antagonistas. Portanto, a compreensdo molecular dos tumores é fundamental. O receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2) é um receptor tirosina quinase que, quando
ativado, afeta mecanismos de crescimento, migracdo, proliferacdo, adesdo e sobrevivéncia
celulares. Este receptor é reconhecido como alvo terapéutico para cancer de mama HER2
positivo, uma vez que € superexpresso em 20 a 30% dos casos e associado a um pior prognostico
(MERIC-BERNSTAM; HUNG, 2006). Também é utilizado no tratamento de cancer gastrico,
no qual também ha relatos de sua amplificacdo em 13% a 23% dos pacientes (GRAVALOS;
JIMENO, 2008). Neste cenario, Trastuzumabe, um anticorpo monoclonal, humanizado, foi
desenvolvido e ja rotineiramente utilizado no tratamento desses tumores (VOGEL et al., 2002;
BANG et al., 2010).

Os conceitos de terapia celular, terapia alvo e imunoterapia estdo reunidos na inovadora
terapia com utilizagdo de células T modificadas com receptor de antigeno quimérico (CAR),
também adotada na oncologia. Em 2014, um ensaio clinico demonstrou, pela primeira vez, o
sucesso da terapia CAR T anti-CD19 para o tratamento de Linfoma difuso de células B

refratario a quimioterapia (KOCHENDERFER et al., 2015). O procedimento, de forma geral,



13

consiste na manipulacéo, por engenharia genética, de linfécitos T, induzindo a expresséo de
receptores de antigenos de interesse, retomando a capacidade dessas células de defesa de
reconhecer as células tumorais, eliminando-as. Apos a ativacao dos linfocitos T in vitro, essas
células sdo, entdo, inseridas na circulacdo sanguinea do paciente, promovendo uma agédo
antitumoral. Contudo, é necessario um amplo estudo e caracterizagdo de um antigeno alvo
adequado, além do conhecimento acerca de sinais coestimuladores, do trafego das células
CART, da carga tumoral, do fenétipo das células T e das citocinas necessarias para o suporte
da resposta desejada (HAJI-FATAHALIHA et al., 2016).

A terapia por ablacéo é empregada para tumores solidos pequenos quando a abordagem
cirtrgica ndo é recomendada. Consiste em um estimulo quimico ou eletromagnético que conduz
a morte celular. As técnicas mais empregadas sdo ablacdo por radiofrequéncia, ablacdo por
micro-ondas e crioablacdo. Existem registros de que a terapia de ablacéo por radiofrequéncia
em carcinoma hepatocelular precoce ¢ uma abordagem efetiva no controle dessa lesdo
(KIKUCHI et al., 2014).

Em 1866, o cirurgido Carl D. E. Busch (1826 — 1881) fez um relato clinico de uma
paciente de 43 anos com sarcoma avan¢ado no rosto. Apds a remocao do tumor, a paciente
adoeceu com erisipela acompanhada de um estado febril. Posteriormente, foi possivel observar
a regressdo do tumor. Este fato revelou a capacidade de altas temperaturas matarem
seletivamente células tumorais. Nesse contexto, a hipertermia vem sendo empregada na
oncologia e pode ser induzida por radiofrequéncia, agentes bioldgicos e quimicos. E uma
abordagem adotada como terapia adjuvante, combinada com gencitabina e cisplatina para
pacientes com cancer pancreatico avancado refratdrio, com resultados promissores
(TSCHOEP-LECHNER et al., 2013).

E importante citar também a terapia fotodinamica. Esta é uma técnica que utiliza
radiagdes ultravioletas artificiais, capazes de induzir efeitos anti-inflamatérios,
imunossupressao e inibicdo da atividade celular. Segundo a American Cancer Society, 2018,
esse metodo pode induzir queimaduras na pele e, inclusive melanomas ap0s exposi¢édo
prolongada. Contudo, a descoberta de novos agentes fotoativos e novas fontes de luz trazem
melhores perspectivas desse tratamento no controle do cancer. Atualmente, consiste na
excitacdo de fotossensibilizadores pela luz, gerando radicais citotoxicos 0s quais conduzem a
morte das células tumorais (SHI; SADLER, 2020).

A quimioterapia é o principal regime terapéutico sistémico adotado. Rudolf Ludwig
Carl Virchow foi o primeiro médico a observar um cancer em células sanguineas,

posteriormente localizado por Franz Ernst Christian Neumann na medula 6ssea. A dependéncia
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de neoplasias liquidas & enzima diidrofolato redutase conduziu as primeiras intervencoes
quimioterapicas. Yellapragada Subbarow, um bioquimico indiano, desenvolveu a molécula
“methotrexate” (MTX) para o tratamento de leucemia, bloqueando a enzima diidrofalato
redutase, conduzindo a uma remisséo temporaria da doenca (MUKHERJEE, 2011).

Existem diferentes tipos de quimioterpicos, os quais podem ser agrupados conforme
seus mecanismos de acdo. S&o definidos dois grandes grupos, o0s citotoxicos e 0s citostaticos.
Os primeiros induzem danos celulares estruturais, promovendo a morte das células
transformadas, ja os Gltimos sao caracterizados por induzirem efeitos celulares relacionados ao
metabolismo, inviabilizando o crescimento e reproducdo celulares. Para ambos os grupos é
necessario conhecer e definir os limiares entre eficécia e toxicidade, as doses aceitaveis e a
susceptibilidade dos tumores, além de compreender os mecanismos pelos quais a droga atinge
0 seu objetivo, ou seja, sua farmacodinamica (GARCIA et al., 2009).

A grande maioria das drogas alveja moléculas relacionados ao ciclo celular, cliva o
DNA ou altera o metabolismo celular (X1 et al., 2013). Alquilantes s&o capazes de adicionar
grupos alquila em bases nitrogenadas, alterando a capacidade replicativa do DNA.
Ciclofosfamida e temozolomida sao alguns exemplos. Antimetabolitos inibem a divisdo celular
através do bloqueio competitivo de analogos estruturais do DNA. Os mais utilizados incluem
os analogos a pirimidinas, como o 5-fluorouracil e citarabina, e os analogos de purina, como a
fludarabina, cladribina e tioguanina. Antraciclicos bloqueiam a topoisomerase Il, causando
quebras no DNA e interferindo nos mecanismos de replicacdo e transcri¢cdo. Destacam-se
Mitoxantrona, Idarrubicina e Doxorrubicina (DOX). A essa classe em especifico sdo atribuidos
efeitos colaterais ndo reversiveis ao miocardio, portanto, com elevada cardiotoxicidade.
Inibidores mitoticos, originalmente isolados de produtos naturais, estabilizam os microttbulos,
interrompem a divisdo celular a induzem a apoptose, como Paclitaxel, Vinorelbina e Docetaxel.
Os antibioticos antitumorais, dentre estes as antraciclinas, possuem multiplos mecanismos de
acdo, como alteracdo da fluidez e transporte de ions através da membrana celular e producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) (CRUZ; DUARTE-RODRIGUES; CAMPELO,
2016).

Os agentes antineoplasicos administrados de forma sisttmica agem
indiscriminadamente em todas as células do organismo, principalmente as de répida
proliferacdo. Contudo os efeitos colaterais associados a esses agentes citotoxicos sao
desastrosos, debilitando a salde funcional do paciente e, em alguns casos, podendo até
impossibilitar a continuidade do ciclo terapéutico, por agravamento do estado de saide ou por

desisténcia do paciente. No cancer de mama, por exemplo, existem relatos de perda na
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densidade mineral Ossea (CHRISTENSEN et al., 2016), nauseas, vomitos (SALIHAH;
MAZLAN; LUA, 2016) e neutropenia febril (GOZZO et al., 2011). H& ainda casos de tumores
resistentes a quimioterapia, o que dificulta o tratamento. Molecularmente ha a alteracdo no
padrdo de expressao de diferentes genes e amplificacdo de outros como MCL1, JAK2, CDKB6,
CCND1, CCND2 e CCND3, além de deleces e ativacdo de mecanismos de efluxo de drogas
(WEIN; LOI, 2017).

Com todas as dificuldades e adversidades demonstradas, novas estratégias sao
necessarias. Considerando a importancia do sistema imunologico no combate de diferentes
doencas e a evasdo das células transformadas a esse intricado mecanismo de defesa, modular o
padrdo de expressdo de moléculas regulatdrias relacionadas ao sistema imune tem se mostrado
revolucionario. Em 1796, Edward Jenner foi o pioneiro ao utilizar uma vacina de variola bovina
para prevenir infecgdes subsequentes, abrindo caminho para as pesquisas na area. Em 1982, foi
utilizado o primeiro anticorpo monoclonal para o tratamento de linfoma de células B e, entre
1986 e 2000 foi aprovado o uso de interleucina-2 (IL-2), interferon alpha (IFN-a), interferon
beta (IFN-P) e interferon gama (IFN-y) para o tratamento de neoplasias, hepatites e esclerose

maltipla (WALDMANN, 2003).

1.2. A revolucdo da imunoterapia

O sistema imunoldgico é crucial para a manutencdo da homeostase, defendendo o
organismo contra agentes quimicos e biolégicos. Uma interacdo complexa e extensa entre
moléculas, células e 6rgdos especializados formam o nosso sistema imune. Células tronco
hematopoiéticas originam todas as células sanguineas e, principalmente, os leucdcitos,
conhecidos como efetores desse sistema (GUNSILIUS; GASTIL; PETZER, 2001). Os
leucdcitos podem ser divididos em neutréfilos, eosinofilos, basofilos, mondcitos, células
dendriticas, linfdcitos T, linfocitos B, células natural killer (NK), entre outros. Na resposta
imune também se encontram envolvidos moléculas de adesao, receptores e sinais extracelulares
constituidos por citocinas e quimiocinas. Estas sdo produzidas e liberadas na circulacdo e
modulam a resposta, recrutando células adicionais e regulando uma intricada rede de
comunicagdo autocrina, paracrina e endocrina (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).

A resposta imunoldgica é dividida, primariamente, em duas categorias, quais sejam a
resposta de primeira linha ou entdo resposta imune inata e a resposta de segunda linha ou
resposta imune adquirida. A resposta imunologica de primeira linha € composta por monacitos,

macrofagos, neutrofilos, NKs, eosindfilos, basofilos e mastocitos e é caracterizada por
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reconhecer padrdes moleculares antigénicos conhecidos como Padres Moleculares Associados
a Patdgenos (PAMPs) e padrées moleculares associados a danos (DAMPS), tipicos de células
tumorais (MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997). Ja a resposta imune
adaptativa envolve linfocitos T (CD4 e CD8) e B e é associada a memoria imunoldgica apos
uma primeira infeccdo. Na presenca de um patdgeno, macrofagos e células dendriticas séo
ativadas fagocitando o organismo, fragmentando-o e gerando pequenas moléculas que
representam uma configuracgéo estrutural do antigeno, conhecido como epitopos. Estes podem
se ligar a imunoglobulinas correspondentes e a receptores celulares especificos sendo
apresentados aos linfécitos T e B (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007).

Os linfécitos T (L T) apresentam diferentes subtipos. Os dois principais sdo os auxiliares
e 0s citotoxicos. Ambos apresentam um receptor de célula T (TCR) e moléculas correceptoras,
CD4 ou CD8. Antigenos apresentados por células apresentadoras de antigeno (APC), apds
fagocitose, interagem com moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il e se ligam ao TCR de LT CD4. Estes sao responsaveis por sinalizar para outras células
da resposta imune, sendo também importantes na ativacdo dos LB, macréfagos ou mesmo LT
CD8. Ja a subpopulacdo de LT CD8 reconhece antigenos intracitoplasmaticos apresentados por
APCs através da interacdo com moléculas MHC de classe I. Este subtipo esta envolvido em
respostas antivirais e antitumorais. Ja os linfocitos B s&o responsaveis pela resposta humoral
com a producdo e liberacdo de imunoglobulinas, capazes de neutralizar ou até eliminar o
antigeno-alvo. Esses linfocitos também funcionam como células apresentadoras de antigeno ao
processarem o antigeno ligado ao receptor de superficie. Os peptideos gerados sdo expressos
na membrana celular ligados a moléculas MHC de classe I, com posterior interacdo com 0s
LT CD4 (PARKIN; COHEN, 2001).

Na resposta antitumoral, alguns tipos celulares se destacam, como os macrofagos, uma
vez que possuem uma significativa capacidade de infiltracdo no microambiente tumoral.
Contudo, existem subconjuntos de macr6fagos com atividades distintas e que se diferenciam
quando submetidos a estimulos diferentes. Os macrofagos do tipo M1 séo relacionados a uma
acdo pro-inflamatoria, produzindo as citocinas 1L-12, 1L-23, IFN-y, IL-18, TNF-a. Agem contra
agentes microbianos e células tumorais. Ja os macréfagos do tipo M2 sdo ativados por citocinas
IL-4, IL-10 e IL-13, atuando no reparo, manutencdo, remodelagem tecidual e angiogénese.
Acredita-se que tumores possuem a capacidade de reprogramacao do fendtipo dos macréfagos
infiltrados de M1 para M2, favorecendo a progressdo tumoral. Receptores transmembranares
denominados Receptores Toll-like (TLRs) sdo comuns em macrofagos, células dendriticas,

subconjuntos de células T e B, assim como em células epiteliais e fibroblastos. Estes receptores
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s80 sensiveis a acao de patdgenos e, quando sensibilizados, ativam outros fatores, como o fator
nuclear kappa B (NF-xB) que, por sua vez, € um importante mediador na producéo de citocinas
inflamatdrias  (SRINIVASAN; RAVISHANKAR; MOORE, 2017). O quimioterapico
Paclitaxel é capaz de ativar TLR4 e induzir macréfagos naive MO para se diferenciarem no
perfil M1 ou ainda reprogramar macréfagos M2 em M1 (WANDERLEY, 2018). Macrofagos
também sdo ativados por um outro mecanismo envolvendo a Globulina Gc¢ (Gc), também
conhecida como Proteina Ligante de Vitamina D (DBP). Uma modificacdo em sua estrutura,
decorrente do processo de deglicosilacdo, gera um fator ativador de macrofago (MAF),
essencial a resposta imunolégica (YAMAMOTO; HOMMA, 1991).

Contudo, tumores evadem ao sistema imune, ao modular seu sistema de checagem. De
fato, as células imunes possuem um controle refinado de seu mecanismo efetor, prevenindo
doencas autoimunes ou combatendo células tumorais. Estas, por exemplo, controlam a via PD-
1/ PDL-1. PD-1 é uma glicoproteina transmembrana, denominada proteina de morte celular
programada 1, altamente expressa em células T ativadas (KEIR et al., 2008). PDL-1 € seu
ligante, estando aumentado no microambiente tumoral ja que, quando se liga a PD-1, inibe a
ativacdo de linfécitos T. Portanto, com essa estratégia, as células tumorais evadem ao sistema
imunolégico por silenciarem e induzirem apoptose em células T (JIANG et al., 2019). Outros
mecanismos descritos incluem a perda de expressio do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I), falha em manter as glicoproteinas B7
coestimulatorias de linfécitos T e producédo do fator transformador de crescimento beta (TGF-
B) (BERZOFSKY; AHLERS; BELYAKOV, 2001; PARDOLL, 2002).

A alpha-Nacetylgalactosaminidase (alfa-NaGalase) também se encontra associada ao
escape imunologico. E uma enzima expressa em dois compartimentos, um intracelular,
lisossomal, vital para o bom funcionamento das células hepaticas, e outra extracelular, ainda
pouco compreendida. J& foi relatado que alfa-NaGalase se acumula no soro de pacientes com
cancer e é responsavel pelo bloqueio de MAF, comprometendo a ativacdo dos macr6fagos
(YAMAMOTO et al., 1996; YAMAMOTO et al., 1997). Em um estudo bioquimico da alfa-
NaGalase em duas linhagens de células tumorais humanas (HCT116 e HepG2) e uma néo
tumoral foi demonstrado que o lisado de células tumorais apresentou maior atividade de alfa-
NaGalase, sugerindo seu papel na carcinogénese. Portanto, niveis séricos de alpha- NaGalase
podem ser considerados um marcador tumoral (MOHAMAD et al., 2002) e a administracao
exogena do fator de ativacdo de macrofagos derivado da proteina Gc (GCMAF), uma possivel

estratégia de tratamento.
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De fato, com o avanco do conhecimento cientifico, inimeros esforgos tém sido
direcionados para o desenvolvimento de medicacGes capazes de modular o sistema imunologico
de pacientes oncologicos, impedindo a evasdo ao sistema imune por parte das células
transformadas. Esses imunoterdpicos tém apresentado resultados promissores, como 0S
destinados, justamente, a bloquear o eixo PD1/PDL1. Tém sido utilizados no tratamento de
cancer de pulm&o ndo escamoso de células ndo pequenas e cancer de mama triplo-negativo,
com significativo aumento da sobrevida global dos pacientes (BORGHAEI et al., 2015).

Portanto, imunoterapicos tém se apresentado como o futuro no tratamento de tumores.
O mecanismo de acdo de macrdéfagos também tem sido explorado. Essa € uma estratégia de
tratamento de intervencgdo farmacologica direcional, com efeitos clinicos positivos associados

a menor toxicidade e que, evidentemente, necessita ser amplamente estudada.

1.3. GeMAF

Macrofagos sdo reconhecidos pelo seu potencial de fagocitose e de secrecdo de
diferentes moléculas que incluem citocinas, proteoglicanos, ERQOS, espécies reativas de
nitrogénio e superoxidos, atuando no reparo tecidual até na morte celular (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2007). O processo de geracdo de EROS ocorre ap0s a ativacdo da
fagocitose e subsequente aumento da atividade do ciclo da hexose monofosfato produzindo
nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH). Os elétrons do NADPH
reduzem o oxigénio molecular para o anion superdxido através do citocromo de membrana cit
b 558. Este intermediario pode sofrer atividade da enzima superdxido dismutase, convertendo-
0 em perdxido de hidrogénio, que, posteriormente, pode ser transformado em radical hidroxila.
Essa resposta celular dos macréfagos é fundamental na resposta imune contra microrganismos
e células tumorais (SILVEIRA, 2006).

Recentemente, a proteina Gc tem se destacado por afetar a suscetibilidade a
endometriose (SAYEGH; FULEIHAN GEL; NASSAR, 2014), doenga pulmonar obstrutiva
crénica (WANG et al., 2015), osteoporose (FANG et al., 2009), autismo, lGpus sistémicos
(BRADSTREET et al., 2012) e a alguns tumores como melanoma (GRECO et al., 2009),
carcinoma de células escamosas (REDDI et al., 2000) e cancer oral (YAMAMOTO et al.,
1997). A proteina Gc é uma proteina sérica multifuncional e polimorfica, ou seja, com
diferentes conformacgdes estruturais determinadas por seus respectivos genotipos.
Estruturalmente, contém trés dominios, sendo que o dominio 1 N-terminal € a regido de ligacao

a metabolitos da VD. J& o dominio 3 C-terminal corresponde a regido de glicosilacdo, ou seja,
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de ligacdo dos agucares, galactose (Gal), N-acetylgalactosamine (GalNAc), sialic acid (AS), a-
mannose (a-Man) (NAGASAWA et al., 2005). O gene que codifica para a proteina Gc se
encontra no cromossomo 4 humano, posicao 4g11-g13 e possui trés alelos comuns (Gc * 2, Gc
* 1F e Gc * 1S), com mais de 120 variacdes do sistema Gc nos seres humanos (CLEVE;
CONSTANS, 1988). Dessas varia¢des existe uma divisdo com seis genoétipos principais, dos
quais trés sdo homozigotos, Gc1F-1F, GclS-1S e Ge2-2, e trés heterozigotos, Ge1F-1S, Ge2-
1F e Gc2-1S. O fendtipo Ge humano € dividido em dois tipos, Gcl, que ainda pode ser
subdividido em Gcl1F e GclS, e o segundo tipo Ge2. A diferenca reside em quatro aminoacidos
como mostrado na Tabela 1 (BRAUN; BICHLMAIER; CLEVE, 1992). Estruturalmente, nos
seres humanos, existem trés principais fracGes de acucar nas proteinas G¢c. Em GclF ha um
trissacarideo ramificado com N-acetilgalactosamina (GalNAc) ligado a Treonina (Thr) 418 ou
420, uma fracdo de galactose e um acido sialico. Em GclS existe uma fracdo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) ligado a Thr 418 ou 420, uma fracdo de galactose e uma fragéo
de manose. Em Gc2, observa-se um padrdo de glicosilacdo simples com um nucleo GalNAc
ligado a Thr 418 e a uma porc¢éo de galactose terminal (YAMAMOTO, 1994). Contudo, ja foi
observado que em humanos a proteina Gc2 se encontra em mais de 90% na forma nao
glicosilada (YAMAMOTO; HOMMA, 1991).

Tabela 1. Gendtipos e fen6tipos da Proteina Gc. Também sdo apresentadas suas

estruturas de carboidratos.

Posicdo do aminoacido
152 311 416 420
Gc*1F GAA AGA GAT ACG
Ge*1S GAA AGA GAG ACG
Ge*2 GGA  GAG GAT  AAG

Alelo

Estrutura
Fendtipo Posicdo do aminoacido
152 311 416 420
418 or 420
Gcl1F Glu Arg Asp Thr Gal-GalNAc
SA
418 or 420
Gels Glu Arg Glu Thr Gal-GalNAc
a-Man
418
Ge2 Gly Glu Asp Lys Gal-GalNAc

Legenda: Gal: galactose; GaINAc: N-acetylgalactosamine; SA: &cido sialico; a-Man: a-mannose;
Glu: Glutamato; Arg: Arginina; Asp: Aspartato; Thr: Treonina; Lys: Lisina; Gly: Glicina.
Fonte: NAGASAWA et al., 2005. Adaptado.
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A proteina Gc é encontrada no plasma/soro em concentracBes de 300-600 mg/L
(KAWAKAMI et al., 1981). E sintetizada e secretada principalmente pelo figado, sendo
posteriormente convertida em GCMAF, o qual possui propriedades bioldgicas interessantes,
como a capacidade de aumentar os niveis de superdxido nas células fagociticas (YAMAMOTO;
KUMASHIRO, 1993). O GcMAF também induz a translocagdo dos receptores de membrana
FcgR1 e FcgR2 que se ligam a IgGs e estimulam a liberagdo de citocinas, intermediérios
metabolicos reativos, a secrecdo de enzimas lisossomais, alem de regularem a producdo de
anticorpos e fagocitose (ONO et al., 1995, DAERON, 1997). Possui propriedades
antiangiogénicas, efeitos adjuvantes, capacidade de ativar osteoclastos e de facilitar a
quimiotaxia juntamente com o peptideo derivado da citocina - C5. A glicoproteina C5 pertence
ao sistema complemento e é importante no processo de defesa contra patogenos e células
tumorais (ALEGRETTI et al., 2009).

O GcMAF também auxilia na eliminacdo de actina G circulante. Os filamentos de actina
desempenham diversas fungdes como movimentagéo, sustentacdo estrutural, adesédo e divisdo
celulares, além de contracdo muscular. Nesse contexto, a desorganizacao desses filamentos com
a liberacdo de seus monémeros pode estar associada a um aumento da motilidade das células
tumorais e a um aumento do potencial metastatico. (EVERS et al., 2000; EITZEN, 2003). Em
tumores ja foi descrita a degradacdo de GCMAF pela acdo de alfa-NaGalase. Portanto, o
GCcMAF surgiu como uma alternativa para o tratamento de pacientes com cancer, uma vez que
modula o sistema imunolégico ao ativar macrofagos. Ja existem estudos com utilizacdo do
GCcMAF em casos de esclerose multipla (INUI et al., 2016), e cancer de mama (INUI et al.,
2014), bloqueando a angiogénese e inibindo a progressao tumoral (KISKER et al., 2003).

A conversdo de Gc em GCMAF foi proposta, inicialmente, por Yamamoto et al, o qual
evidenciou o papel importante da inflamacdo, em especial da lisofosfatidilcolina (liso-PC),
nesse processo (Figura 4). Yamamoto prop6s que em GclF, GalNAc é covalentemente ligado
ao residuo Thr 418 ou 420. J& galactose e acido sialico sdo ligados a GaINAc em um arranjo Y-
ramificado. Logo, com a remocdo sequencial de galactose e acido sidlico ha a exposi¢do do
componente GalNAc, levando entdo & formacdo de GcMAF ativado (YAMAMOTO,;
KUMASHIRO, 1993). Portanto, com a inflamac&o iniciada, a beta-galactosidase presente na
membrana de linfocitos B remove uma fracdo de galactose da proteina Gc. Em sequéncia, a
enzima sialidase, ligada a membrana de linfocitos T, remove uma porc¢édo de acido sialico. Ao
final, uma porcdo de N-acetyl-galactosamine (GaINAC)-Thr 420 interage com uma proteina
receptora na superficie macrofagos iniciando a formacgao do complexo entre a proteina Gcl1F e
0 receptor, ativando os macrofagos (YAMAMOTO; HOMMA, 1991).
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Contudo, recentemente, foi proposto um modelo diferente com base em estudos de
espectrometria de massa, apontando uma nova estrutura linear dos agucares ligantes em Thr
420 para as proteinas G¢c1F e GelS. Também foi apontado que em Gc2 hd uma substituicdo de
um residuo de lisina na posicdo correspondente a Thr 420, explicando a isoforma nao
glicosilada de Gec2 (RAVNSBORG et al., 2010). Em 2020, foi demonstrado que Gc2 sintetizado
em células ExpiCHO-S foram capazes de ativar macrofagos por meio de um mecanismo que
ndo envolve GalNAc, sugerindo que o sacarideo GaINAc em Thr420 ndo € fundamental na
ativacdo de macréfagos, ao menos in vitro. Contudo, ndo estd claro o mecanismo de
reconhecimento do receptor dos macrofagos sem o componente GalNAc em Thr420, em como
0 papel de cada uma dessas isoformas no controle de células malignas (NABESHIMA et al.,
2020).

Figura 4. Formagdo do GCMAF a partir da proteina Gc.
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Fonte: NAGASAWA et al., 2005. Adaptado.

O GCMAF tem se mostrado um promissor imunoterapico no tratamento de tumores.

Contudo, ensaios clinicos e estudos biologicos anteriores apresentaram resultados controversos.
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Portanto, ensaios dedicados a compreensdo de seus efeitos antitumorais, assim como a

compreensdo de suas isoformas ainda sdo necessarios.

1.4. Vitamina D

A Vitamina D (VD) € um pré-horménio imunomodulador responsavel por regular a
sintese de diferentes interleucinas e a funcéo de células imunes como mondcitos, macréfagos,
células dendriticas, linfdcitos T e linfocitos B (GIL; PLAZA-DIAZ; MESA, 2018). Além disso,
controla o metabolismo do célcio e fosfato, mantém a homeostase 6sseo-mineral, regula a
pressdo arterial e interfere nos processos de multiplicacéo e diferenciacdo celulares (L1 et al.,
2004; CANTORNA; MAHON, 2005; DEEB; TRUMP; JOHNSON, 2007; PRIETL et al.,
2013). Sua forma ativa, o calcitriol, se liga ao receptor de VD (VDR) no nucleo das células
quando, entdo, reconhece elementos especificos no genoma responsivos a esse horménio (VD-
REs ou VD/RXRES) ativando a transcricdo de genes alvo (CARLBERG et al., 1993).

Em estudo prévio, o calcitriol apresentou efeitos antineoplasicos interessantes com a
supressao do fator de crescimento epidérmico (EGFR), a inibicdo fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1) e a inibicdo da expressao da telomerase, Bcl-2 e Myc (DEEB;
TRUMP; JOHNSON, 2007). Nesse contexto, a suplementacdo de VD é uma abordagem
terapéutica interessante por inibir a proliferacdo celular, aumentar a expressdo de marcadores
de apoptose e modificar os parametros do metabolismo de glicose intracelular (KRISHNAN et
al., 2010; YUAN et al., 2012; WAHLER et al., 2015; SHAN et al., 2017).

De fato, a VD é reconhecida por desempenhar fungdes importantes em nosso organismo.
A 25-Hidroxivitamina D [25(OH)D], precursora da forma ativa da vitamina D, é comumente
ligada a albumina e a proteina Gc, sendo que esta é predominante (YING et al., 2015). A VD,
além de regular a proliferacdo, diferenciacdo, autofagia e atividade antioxidante, também
modula a inflamac&o e o sistema imune (FELDMAN et al., 2014; GIAMMANCO et al., 2015).
Estudos anteriores apontaram a expressao de VDR em LT, LB, macro6fagos, células dendriticas
e neutrofilos, coordenando suas atividades. A VD potencializa a acdo de mondcitos e
macrofagos modulando a expressdo de gene relacionados a defesa inata como catelicidina
humana (CAMP) e B defensina-1 (DEFB1) (WANG et al., 2004; HEWISON, 2011). Nesse
contexto acreditamos que a VD possa desempenhar fungdes regulatorias no GCMAF, uma vez

que seu dominio de ligacdo a VD ndo € modificado apds processamento.
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1.4 Drosophila melanogaster como modelo experimental

O modelo experimental in vivo Drosophila melanogaster € um organismo eucarioto que
possui 80% de homologia genética com mamiferos (GRAF; VAN SCHAIK, 1992; MIKLOS;
RUBIN, 1996), o que o torna particularmente interessante para a avaliacdo de efeitos
fenotipicos adversos causados por medicamentos. D. melanogaster, popularmente conhecida
como a mosca da fruta, foi um dos organismos pioneiros para estudos genéticos, logo apos a
redescoberta de trabalhos de Mendel pelo Dr. T. H. Morgan em 1909 (GRAF; VAN SCHAIK,
1992; MIKLOS; RUBIN, 1996). Seu pequeno tamanho (3 a 4 mm), fécil diferenciacdo do
macho da fémea, baixo custo de manutencdo em laboratdrio, ciclo de vida curto, nimero
elevado de progénie e reduzido nimero de cromossomos oferecem resultados rapidos e
confiaveis (GRAF; VAN SCHAIK, 1992). Além disso, é capaz de ativar enzimaticamente pro-
mutégenos e pro-carcinégenos (NEPOMUCENO, 2015). Ensaios com D. melanogaster
auxiliam na melhor compreensdo da resposta terapéutica, oferecendo subsidios para o desenho
de novas combinacdes farmacoldgicas, incluindo aquelas com compostos promissores como 0
GCcMAF.

O teste de tumores epiteliais (ETT) realizado em D. melanogaster consiste na exposicao
de um Unico composto de interesse ou misturas complexas as larvas da mosca (ORSOLIN,
2011; NEPOMUCENO, 2015). O cancer desenvolve-se por meio de mutacGes sequenciais,
especialmente relacionadas a ativacdo de oncogenes e inativacdo de supressores tumorais
(ENOMOTO et al., 2018). O marcador wts corresponde a um gene supressor tumoral, que
quando em homozigose € letal. Portanto, nos estoques de manutencao da linhagem é mantido
moscas heterozigotas com o balanceador cromossémico TM3, Sb1. A perda da heterozigose
do gene wts em células dos discos imaginais de D. melanogaster leva a formacéo de clones
celulares com aspecto de verruga que se desenvolvem por todo corpo da mosca (JUSTICE et
al., 1995). Dessa forma, ja na fase adulta, o fenotipo € analisado nos individuos e a inducao ou
inibicdo de tumores € avaliada. Portanto, € uma metodologia simples e eficaz no estudo do
potencial carcinogénico ou anticarcinogénico de diferentes moléculas.

O gene LATS1 em humanos codifica uma serina/treonina quinase e ¢ homologo ao gene
wts de D. melanogaster. Este gene se localiza no aparato mitético e esta envolvido no controle
do ciclo celular. Dados bioquimicos e genéticos apontam sua fungdo como supressor tumoral
(YU; BACHMAN; LAI, 2015). Logo, estudos como 0 nosso contribuem para o

desenvolvimento de terapias anticancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

-Avaliar o potencial anticarcinogénico do GCMAF em D. melanogaster.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o potencial do GECMAF em ndo gerar tumores epiteliais em D. melanogaster;

- Avaliar os efeitos modulatorios do GCMAF associado a Doxorrubicina em reduzir tumores
em D. melanogaster;

- Avaliar os efeitos modulatérios do GEMAF associado a Vitamina D e Doxorrubicina em

D. melanogaster.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutencéo das linhagens de D. melanogaster

As linhagens mutantes de D. melanogaster foram mantidas e cultivadas no Laboratorio de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM em frascos
de 250mL contendo meio de cultura adequado. Este foi preparado a partir do processamento e
cozimento de uma solucdo contendo 820 mL de agua, 25g de fermento biol6gico fresco
(Sacchoromyces cerevisae), 11g de agar, 1569 de banana madura e 1g de metilparabeno. Os
frascos com as linhagens permaneceram guardados em uma incubadora B.O.D a temperatura
de 25°C, com umidade relativa de 67% e um fotoperiodo de 12 horas alternadas entre claro e

escuro.

3.2. Compostos quimicos utilizados

Quanto aos agentes quimicos utilizados, 0 GCMAF foi produzido pela empresa SAISEI
Mirai em conjunto com a Universidade de Tokushima no Japéo, INUI-X, LOTE: 520118060.
As concentragdes utilizadas foram calculadas com base em testes prévios in-vivo em
camundongos realizados por KOGA et al. (1999). A VD (CAS 67-97-0) foi fornecida pela
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Gemini Industria de Insumos Farmacéuticos Ltda., Anapolis (GO), Brazil, e utilizada na
concentragdo de 1mM. A DOX (CAS 25316-40-9), comercialmente conhecida como
Adriblastina® RD, foi produzida pela WYETH® industria farmacéutica Ltda. Na concentracdo
de 0,4Mm, a DOX ja foi utilizada como controle positivo em estudos prévios e apresenta-se
como agente indutor de tumores em D. melanogaster (LIMA et al., 2018; VASCONCELOS et
al., 2020)

As larvas foram mantidas em tratamento crénico por 48 horas. Apos cerca de 120 horas
(término do desenvolvimento), as moscas que emergiram foram coletadas em frascos com
alcool 70% e contadas em lupa estereoscopica. A partir do numero de moscas sobreviventes foi
construida uma curva de toxicidade para determinar as concentracfes a serem utilizadas no teste
ETT.

3.3. Protocolo de tratamento

Os ensaios foram conduzidos em triplicata e em cada repeticdo foram utilizados 16 tubos
de tratamento (um para cada concentracdo). Os tubos foram divididos em cinco grupos
independentes, sendo:

0] 3 tubos, um para cada concentracdo, contendo GCMAF a 25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/mil;

(1) 3 tubos, um para cada concentragdo, de GCMAF (25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/ml)
associado a VD (1mM);

(1) 3 tubos, um para cada concentracdo, de GCMAF (25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/ml)
associado a DOX (0.4mM);

(IV) 3 tubos, um para cada concentracdo, de GCMAF (25pg/ml, 50pg/ml e 100pg/ml)
associado a VD (1mM) e a DOX (0,4mM);

(V) 4 tubos sendo, 1 tubo contendo apenas VD 1mM, 1 para o controle positivo (DOX —
0.4mM), 1 para o controle negativo (agua de osmose reversa) e 1 para controle solvente
(Etanol 5%).

3.4. Teste de toxicidade em D. melanogaster

Antes do ensaio de ETT foi conduzido um teste de toxicidade do GcMAF, VD e DOX a D.

melanogaster. Para isto, foi realizado um cruzamento entre fémeas virgens de genotipo
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wts/TM3, Sbl e machos de genotipo mwh/mwh, resultando em larvas heterozigotas com
genodtipo wts +/+ mwh. As larvas foram coletadas, contadas em grupos de 50 individuos e
mantidas em tubos de tratamento, contendo meio alternativo de cultura para D. melanogaster,
puré de batatas, (SPANO et al., 2001) e as substancias a serem testadas, seguindo o esquema
de tratamento. Apds a metamorfose, os individuos sobreviventes foram contados e foi
construido a curva de sobrevivéncia, considerando apenas 1 repeti¢do de cada tratamento para

a analise estatistica.

3.5. Teste de tumores epiteliais em D. melanogaster

O teste de tumores epiteliais em D. melanogaster (ETT), foi realizado conforme as
recomendacdes de Costa, Oliveira e Nepomuceno (2012). Larvas heterozigotas wts +/+ mwh,
obtidas do cruzamento entre fémeas virgens de wts/TM3, Sb1l e machos mwh/mwh, foram
selecionadas para o ensaio. As larvas de terceiro estagio foram distribuidas em tubos contendo
1,5 g de meio alternativo (puré de batatas), acrescido de 5 mL de cada composto, seguindo o
esquema de tratamento mencionados anteriormente. Apos se alimentarem do meio teste por 48
horas e terem completado as etapas de desenvolvimento (+/- 120 horas), as moscas adultas
foram coletadas e preservadas em etanol (C2HeO) 70% e analisadas em lupa estereoscopica.

Apenas as moscas adultas que ndo apresentaram o balanceador cromossémico (TM3,
Sbl), portadoras do gendtipo wts+/+mhw, e identificadas por possuirem pelos finos e longos,
foram consideradas no estudo.

3.6. Andlise estatistica

As comparac0es estatisticas do teste de toxicidade foram realizadas usando o teste Qui-
quadrado para proporgdes em amostras independentes (p < 0,05). A significancia estatistica
para o ETT foi calculada de acordo com o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney. Foram
comparadas as frequéncias de tumores observadas nos individuos tratados e nos controles
positivo, negativo e solvente. Foi utilizado o software Prophet 5.0 e considerados significantes

valores de p < 0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Métodos terapéuticos convencionais, especialmente a quimioterapia, sdo limitados,
especialmente devido aos seus efeitos adversos, o que justifica a busca por novas formulacdes
e estratégias terapéuticas. Nesse contexto, a imunomodula¢do tem ganhado notoriedade ao
incluir componentes imunoldgicos, combinacGes farmacoldgicas e nanotecnologia, com
elevada especificidade (RILEY et al., 2019). Identificado inicialmente em 1991
(YAMAMOTO; HOMMA; MILLMAN, 1991), 0o GECMAF tem se mostrado promissor e, desde
entdo, diferentes estudos tém sido dedicados a compreender suas isoformas e 0s seus
mecanismos de ativacdo de macrofagos. Aqui optamos pelo modelo experimental
D.melanogaster, o qual ja é empregado ha mais de 50 anos, com biologia bem documentada
incluindo alta homologia genética com humanos para avaliar sua carcinogenicidade (GRAF;
VAN SCHAIK, 1992; MIKLOS; RUBIN, 1996). Nesse contexto, nosso estudo é pioneiro ao
elucidar os efeitos do imunoterapico GCMAF em D.melanogaster.

O teste de toxicidade prévio ao ETT foi realizado para definir as concentragdes
subtoxicas dos compostos as moscas. A Figura 5 evidencia que nenhum tratamento interferiu
na viabilidade dos individuos, com 75% de sobrevivéncia em cada condicdo testada, sem
diferencas estatisticas. Ndo ha relatos de concentragdes toxicas a humanos de GECMAF. Ja para
a VD efeitos danosos ja foram descritos quando seus niveis sericos chegam a 150ng/mL (LIM,;
THADHANI, 2020). Em D. melanogaster ja foi demonstrado que mesmo em concentracdes de
100mM ndo houve diminuicdo da viabilidade das moscas (VASCONCELOQS et al., 2020) o que
justifica a concentracdo segura de VD utilizada no presente estudo.

Apos a validagdo das concentracfes subtoxicas, o teste ETT foi realizado objetivando
avaliar a carcinogenicidade dos tratamentos. A Figura 6 sumariza a frequéncia total de tumores
em todas as condicGes testadas. Como esperado, os controles, negativo (CN) e solvente (CS)
apresentaram frequéncias de tumores significativamente baixas, (CN = 0,30), (CS = 0,33), ao
passo que, no controle positivo (CP), tratado com DOX 0,4mM, os tumores foram
evidentemente mais frequentes (CP = 4,43). A DOX possui um amplo histérico de utilizacéo
na oncologia clinica e seus mecanismos de ac¢do incluem, principalmente, a intercalacdo com o
DNA impossibilitando a replicagéo, a inibicdo da Topoisomerase Il e a produgdo de EROS.
Contudo, a utilizaco da DOX estd limitada a seus efeitos toxicos, em particular os
cardiotoxicos (RIVANKAR, 2014). Em D. melanogaster a DOX é rotineiramente utilizada para

a inducdo de tumores, como controle positivo, na concentragdo utilizada em nossos
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experimentos (ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2015; VASCONCELOS et

al., 2017; VASCONCELOS et al., 2020; TEIXEIRA DA SILVA et al., 2021).
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Para os tratamentos com 0 GCMAF isolado e associado a VD o nimero de tumores foi
semelhante ao controle negativo, ndo sendo diferente estatisticamente, (GCMAF 25/50/100pg

=0,44/0,48/0,32; GcMAF 25/50/100pg + VD = 0,35/0,40/0,34). A inclusédo da DOX desviou o
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grafico, com um nitido aumento no nimero de tumores (GCcMAF 25/50/100pg + DOX =
0,86/0,78/0,73). Contudo, a adi¢do de VD diminuiu essa frequéncia (GcMAF 25/50/100pg +
DOX + VD =0,80/0,68/0,55), sugerindo efeito modulador de GCMAF e de GCMAF + VD sobre

os efeitos deletérios da DOX.

Figura 6. Frequéncia total de tumores por tratamento avaliadas por meio do Teste de Tumores
Epiteliais em Drosophila melanogaster (ETT). CN: Controle negativo; CS: Controle solvente;

CP: Controle positivo; VD: Vitamina D3.

Frequéncia de tumores por tratamento

Frequéncia de tumores

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo total de tumores analisados por segmento da mosca
e suas respectivas frequéncias relativas. Também é descrito o percentual de inibi¢do dos efeitos
carcinogénicos da DOX pelo GEMAF, inclusive quando associado a VD. Como esperado, ao
compararmos estatisticamente com o controle negativo, 0 GCMAF néo apresentou potencial
carcinogénico em nenhuma das concentracdes testadas, tampouco quando as moscas foram co-

tratadas com VD.
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos no Teste de Tumores Epiteliais em D. melanogaster (ETT) apds o

tratamento cronico das larvas com GcMAF isolado; GEMAF + VD; GcMAF + VD + DOX e os controles negativo

(CN) solvente (CS) e positivo (CP). Nimero de tumores por segmento, frequéncia de tumores e percentual de

inibicéo.
Numero NUmero de tumores analisados Frequéncia Inibigio
Tratamento de de tumores (%)
moscas Olhos Cabeca Asas Corpo Pernas Halter °
CN 150 0,00 0,04 (07) 0,02(03) 0,21 (31) 0,02 (03) 0,01 (01) 45 (0,30)
Cs 150 0,00 0,05 (08) 0,02 (04) 0,22 (33) 0,02 (04) 0,01 (01) 50 (0,33)
0,13
CP 150 20) 0,50 (75) 1,29 (194) 1,60 (241) 0,80 (120) 0,10 (15) 665 (4,43) *
VD 1mM 150 0,00 0,10 (15) 0,02 (04) 0,18 (28) 0,09 (14) 00 61 (0,41)
GcMAF 25pg 150 00 0,05 (7) 0,05 (7) 0,29 (44) 0,05 (08) 00 66 (0.44)
GcMAF 50pg 150 0,01 (1) 0,07 (11) 0,02 (3) 0,29 (43) 0,08 (12) 0,01 (2) 72 (0,48)
GcMAF 100pg 150 0,01 (1) 0,07 (11) 0,09 (14) 0,13 (19) 0,03 (4) 00 49 (0,32)
GCcMAF 25pg +
150 00 0,05 (08) 0,01 (2) 0,27 (41) 0,01 (2) 00 53 (0,35)
VD 1mM
GCcMAF 50pg +
150 0,01 (1) 0,09 (13) 0,03 (4) 0,24 (36) 0,04 (6) 00 60 (0,40)
VD 1mM
GcMAF 100pg +
150 00 0,04 (6) 0,02 (3) 0,23 (35) 0,04 (6) 0,01 (1) 51 (0,34)
VD 1ImM
GCcMAF 25pg +
150 0,03 (5) 0,15 (23) 0,19 (29) 0,38 (57) 0,09 (14) 0,01 (1) 129 (0,86) **  80,6%
DOX 0,4AmM
GcMAF 50pg +
150 0,01 (1) 0,14 (21) 0,23 (35) 0,29 (44) 0,09 (14) 0,01 (2) 117 (0,78) **  82,4%
DOX 0,4AmM
GcMAF 100pg +
150 0,01 (2) 0,09 (13) 0,25 (38) 0,29 (43) 0,07 (11) 0,01 (2) 109 (0,73) **  83,6%
DOX 0,4mM
GCcMAF 25pg +
VD 1mM + DOX 150 0,01 (1) 0,09 (14) 0,19 (28) 0,36 (54) 0,13 (20) 0,02 (3) 120 (0,80) **  81,9%
0,4mM
GCcMAF 50pg +
VD 1mM + DOX 150 001(2) 011(17) 0,17 (25) 0,27 (40) 0,11 (16) 0,01 (2) 102 (0,68) **  84,7%
0,4mM
GcMAF 100pg +
VD 1mM + DOX 150 00 0,11 (16) 0,09 (14) 0,25 (37) 0,09 (13) 0,01 (2) 82 (0,55) ** 87,7%
0,4mM

Anélise estatistica de acordo com o teste de Mann-Whitney com significancia p < 0,05. * Valores considerados diferentes do controle
negativo (P < 0,05). ** Valores considerados significativos quando comparados ao controle positivo (DOX 0,4mM). Frequéncia:

numero de tumores / mosca. CN: Controle negativo; CS: Controle solvente; CP: Controle positivo; VD: Vitamina D3.
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Seguindo a andlise da Tabela 2, ao comparar estatisticamente com o controle positivo,
0 imunoterapico também apresentou efeitos moduladores, em todas as concentracGes testadas
nas condi¢cdes em que houve exposicdo a DOX, inibindo os seus efeitos carcinogénicos em
80,6%, 82,4% e 83,6%, da menor concentracdo de GCMAF para a maior, respectivamente. Os
tratamentos contendo GCMAF + VD + DOX também apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao CP, com inibicdo de 81,9%, 84,7% e 87,7%. Pode-se observar que a frequéncia
de tumores do tratamento GCMAF + VD + DOX foi menor e com percentual de inibigdo maior
guando comparada ao tratamento GCMAF + DOX, contudo, ao compararmos estatisticamente
estes 2 Gltimos grupos, ndo houve diferencas significantes

Em uma revisdo publicada em 2015, na Seminars in Immunology por Gold e Briickner
(2015) foi demonstrado que o sistema imunoldgico de D. melanogaster € constituido,
principalmente, por um sistema imune inato, com sistemas celulares de fagocitose. Uma
resposta imune humoral também foi descrita, com a expressdo de peptideos antimicrobianos.
Plasmdcitos, durante todo o desenvolvimento da D. melanogaster, exceto a fase embrionaria
inicial, constituem em mais de 90% dos hemdcitos. Os plasmocitos sdo considerados
correspondentes dos macrofagos nos vertebrados, sendo fundamentais na resposta a infecgéo,
dano tecidual e crescimento tumoral (GOLD; BRUCKNER, 2015). Ao utilizarmos a DOX
como controle positivo, esperdvamos uma alta frequéncia de tumores. Os resultados
confirmaram seu papel carcinogénico em células somaticas de D. melanogaster, com uma
contagem média de aproximadamente quatro tumores por individuo. Notavelmente o sistema
imune das moscas ndo foi capaz de contornar os efeitos deletérios da DOX. Nesse contexto,
acreditamos que os efeitos do GCMAF quando associados a DOX aqui demonstrados,
possivelmente podem ter sido regulados pela interagdo com os plasmdcitos ativados por
GcMAF, conduzindo-os a fagocitose de células danificadas. Estudos complementares podem
elucidar os mecanismos de ligacdo das diferentes isoformas de GEMAF com os plasmdcitos e
suas diferentes subpopulacGes, trazendo novas perspectivas na identificagdo de receptores e
vias associadas aos efeitos desse imunoterapico.

Em 2016, foi apresentado por Klokol e Teppone um relato de caso sobre o manejo de
um Carcinoma Colorretal Metastatico com GcMAF combinado com HNW-HA (acido
hialuronico de alto peso molecular) e peptideos do timo, resultando em um controle da
progressao tumoral por meio da ativacdo direta da fagocitose e estimulacdo da liberacdo de
TNF-a, levando a necrose tumoral (KLOKOL; TEPPONE, 2016). Portanto, 0 GCMAF pode ser
utilizado em estratégias terapéuticas multifacetadas em diferentes combinac@es farmacoldgicas

para potencializar seus efeitos anticarcinogénicos. Alguns pesquisadores ja relataram os efeitos
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isolados da VD e associados &8 DOX em D. melanogaster. Segundo esses autores, a VD foi
capaz de modular os efeitos da DOX (0,4mM) em até 79,3% quando o horménio foi utilizado
a50mM (VASCONCELOS et al., 2020). No nosso estudo observou-se o ganho de inibi¢éo dos
efeitos da DOX em 4,1% na maior concentracdo de GCcMAF, quando administrado
GcMAF+DOX. Quando a VD foi incluida observou-se também uma diminuigdo na frequéncia
de tumores. Nesse contexto, acreditamos que, quando combinado a VD, 0 GcMAF adquira uma
conformacdo otimizada com melhor ativacdo dos macréfagos ou plasmécitos, no caso do
modelo utilizado nesse estudo. Isso pode explicar a diminuicdo da frequéncia de tumores no
tratamento de GcCMAF+VD+DOX quando comparado com GCMAF+DOX.

Portanto, a suplementacdo de VD é uma abordagem terapéutica interessante e a sua
associacdo com outras medicac@es a torna ainda mais relevante. Sugerimos a necessidade de
niveis séricos ideais de VD para a acdo do GCMAF, o que sinaliza a necessidade de
suplementacdo desse hormonio para as acdes ideais do medicamento utilizado. Contudo,
estudos adicionais sdo necessarios para a comprovacao de nossas hipoteses.

5. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que o GCMAF, nas concentracdes testadas, ndo € toxico e,
tampouco carcinogénico, inclusive quando associado a VD em D. melanogaster. Os efeitos
carcinogénicos induzidos por DOX foram inibidos pelo GEMAF, inclusive quando este foi
associado a VD. Os mecanismos de modulacdo do GCMAF sobre os danos celulares provocados

pela DOX devem ser mais bem elucidados.
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