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RESUMO

BRITO, Natalia Mesquita de. Analise do perfil metabdlico de macréfagos associados
ao tumor: efeito das lipoxinas. 2019. 124f. Tese (Doutorado em Biociéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

No microambiente tumoral, a infiltracdo de células do sistema imunoldgico,
como os macrofagos, pode promover ou inibir o desenvolvimento do cancer. A
ativacdo diferencial de macréfagos € sustentada criticamente por alteracdes
metabdlicas intracelulares. Os macrofagos pro-inflamatérios M1 tém um perfil
altamente glicolitico e apresentam um alto fluxo pela a via pentoses fosfato (PPP),
apoiando suas funcdes citotdéxicas. Por outro lado, os macrofagos M2 anti-
inflamatérios dependem do metabolismo oxidativo. Os TAMs (macrofagos
associados a tumores; do inglés tumor associated macrophages) desempenham um
papel dominante como orquestradores da inflamacéao relacionada ao cancer, mas
pouco se sabe sobre seu metabolismo. Em estudos anteriores, nosso grupo
observou que as lipoxinas, mediadores pro-resolutivos, induzem a mudanca do perfil
de M2-like dos TAMs para um perfil semelhante ao M1, aumentando a producéo de
ROS e NO, prejudicando a progressédo do tumor. Portanto, o objetivo deste estudo
foi elucidar o perfil e as exigéncias metabdlicas de TAMs, e analisar os efeitos da
lipoxina sobre o metabolismo destas células. Para obtencdo dos TAMs, macréfagos
derivados de mondcitos humanos foram estimulados e diferenciados a TAM com o
meio condicionado de células tumorais MV3 (linhagem celular de melanoma
humano). Estes TAMs, diferentemente dos macrofagos M2 classicos (diferenciados
pelo tratamento com IL-4), apresentaram alta atividade glicolitica, consumindo e
secretando altos niveis de glicose e lactato, respectivamente. Além disso, essas
células exibiram alta atividade da via mTOR / Akt e aumento na expressao de GLUT-
1 e da enzima hexoquinase-2, além de apresentaram alta respiracdo mitocondrial e
baixa absorcdo de acidos graxos exdégenos. Observamos ainda que a inibicdo da via
glicolitica, mas ndo a inibicdo da fosforilagdo oxidativa ou da PPP, levou a
diminuicdo da porcentagem de células positivas para marcadores M2 nos TAMs. Por
outro lado, quando a PPP foi inibida, a lipoxina foi incapaz de restaurar as
propriedades citotoxicas dos TAMs sobre as células tumorais, tais como a producao
de ROS e NO. Em conjunto, nossos dados sugerem que os TAMs, embora se
apresentem com perfil semelhante ao de macrofagos M2, diferentemente destes,
dependem do metabolismo glicolitico para manter seu fendtipo e suportar suas
funcdes. Mostramos ainda que o efeito da lipoxina, modificando o perfil funcional e
fenotipico dos TAMs parece envolver um redirecionamento do metabolismo dessas
células, desviando o fluxo para a via das PPP e assim aumentando sua atividade
anti-tumoral.

Palavras-chave: Cancer. Macréfagos associados ao tumor. Inflamacéo.

Metabolismo. Lipoxina.



ABSTRACT

BRITO, Natalia Mesquita de. Analysis of the metabolic profile of tumor-associated
macrophages: effects of lipoxins. 2019. 124f. Tese (Doutorado em Biociéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

In the tumor microenvironment, the infiltration of cells of the immune system,
such as macrophages, may promote or inhibit the development of cancer. Differential
activation of macrophages is critically supported by intracellular metabolic changes.
M1 proinflammatory macrophages are highly glycolytic and present flux through the
phosphate pentose pathway (PPP), which support their proliferative and cytotoxic
functions. On the other hand, anti-inflammatory M2 macrophages depend on
oxidative metabolism. TAMs (tumor-associated macrophages) play a dominant role
as orchestrators of cancer-related inflammation, but little is known about their
metabolism. In previous studies, our group observed that lipoxins, pro-resolutive
mediators, induce a change in the M2-like profile of TAMs to a M1-like profile,
increasing ROS and NO production and impairing tumor progression. Therefore, the
purpose of this study was to elucidate the profile and metabolic requirements of
TAMs and analyze the effects of lipoxin on its metabolic pathways. To obtain TAMSs,
human monocytes-derived macrophages were stimulated with MV3 (human
melanoma cell line) conditioned medium. These TAMs, unlike the classic M2
macrophages (IL-4 stimulation), presented high glycolytic activity, consuming and
secreting high levels of glucose and lactate, respectively. In addition, these cells
exhibited high activity of the mTOR / Akt pathway and increased expression of
GLUT-1 and the hexokinase-2 enzyme, in addition to high mitochondrial respiration
and low absorption of exogenous fatty acids. We also observed that inhibition of the
glycolytic pathway, but not the inhibition of oxidative phosphorylation or PPP, led to a
decrease in the percentage of cells positive for M2 markers in TAMs. On the other
hand, when PPP was inhibited, lipoxin was unable to restore the cytotoxic properties
of TAMs on tumor cells, such as ROS and NO production. Taken together, our data
suggest that TAMs, although generally considered M2-like macrophages, differently
from these, rely on glycolytic metabolism to maintain their phenotype and functions.
We also show that the effect of lipoxin, modifying the functional and phenotypic
profile of TAMs, seems to involve a redirection of the metabolism of these cells,
diverting the flow to the PPP pathway and thus increasing its anti-tumor activity.

Keywords: Cancer. Tumor-associated macrophages. Inflammation. Metabolism.

Lipoxin.
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INTRODUCAO

Cancer

Cancer é um termo genérico para um grande grupo de doencas
caracterizadas pelo crescimento anormal de células além de seus limites habituais.
Estas células podem invadir partes adjacentes do corpo e/ou se espalhar para
outros 6rgdos. Outros termos comuns utilizados séo: tumores malignos e neoplasias.
O cancer pode afetar quase qualquer parte do corpo e tem muitos subtipos
anatdmicos e moleculares que exigem estratégias de tratamento especificas (WHO,
2019). Atualmente, o cancer € um dos problemas de saude publica mais complexos
gue o sistema de saude mundial enfrenta, dado o seu impacto epidemiolégico, social
e econdmico. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer é a
segunda principal causa de morte no mundo e foi responsavel por 9,6 milhdes de
mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis mortes séo relacionadas a
doenca (OMS, 2018).

O cancer pode ser iniciado por diversos fatores que podem ser externos ou
internos ao organismo, estando ambos inter-relacionados. As causas externas,
responsaveis por 80% dos casos, estdo relacionadas ao meio ambiente e aos
habitos e costumes, tais como o tabagismo, alcoolismo, habitos alimentares e
exposi¢cdo a radiagdo solar ou radioatividade. Ja as causas internas, representando
20% dos casos, sédo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, como
por exemplo mutacbes herdadas e condi¢cdes imunes ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressodes externas (Figura 1). Esses fatores podem
interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de transformacdes malignas

nas células normais (Jemal e col., 2007).
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Figura 1 - Principais causas do Cancer
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Poluicdo 2%
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+———— |nfeccdo 5%

Legenda: Estatisticas sobre as principais causas do cancer.
Fonte: ABC of Cancer: Basic Approaches to the Cancer Control, 2011

O processo de formacgdo do cancer se da lentamente, por diferentes etapas,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a
um tumor visivel. Na etapa de iniciagdo, a primeira das trés etapas da
carcinogénese, as células sofrem alteracdes no genétipo celular, ocasionadas por
mutacdes pontuais, amplificacées ou dele¢cdes nos genes. Na fase de promocéo, as
células geneticamente alteradas, sofrem efeito dos agentes carcindgenos,
classificados como oncopromotores, transformando-as de forma lenta e gradual, em
células malignas. Na terceira e Ultima etapa, a progressdo, ocorre a multiplicacdo
descontrolada e irreversivel das células alteradas (Civetta & Civetta, 2011).

A proliferagdo anormal do tecido, denominada neoplasia, foge ao controle do
organismo e tende a autonomia e a perpetuagdo, com efeitos bastante agressivos
ao homem. As neoplasias podem ser do tipo benigna, a qual tem seu crescimento
de forma organizada, geralmente lento e expansivo, apresentando limites bem
nitidos e, apesar de nao invadirem os tecidos vizinhos, podem comprimir os érgaos
e tecidos adjacentes; ou malignas, as quais manifestam um maior grau de

autonomia e sdo capazes de invadir tecidos vizinhos e provocar metéstases,
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podendo ser resistentes ao tratamento e causar a morte do hospedeiro (INCA,
2018). O desenvolvimento tumoral depende de altera¢des essenciais na fisiologia da
célula neoplasica, como a evasdo da apoptose, auto-suficiéncia de sinais de
crescimento e insensibilidade a sinais anti-crescimento, angiogénese sustentada,
invasdo tecidual e metastase, além de apresentarem potencial replicativo ilimitado,
alteracdes no metabolismo celular, escape das células tumorais do sistema imune,
instabilidade genémica e mutacao e a inflamacéo (Figura 2) (Hanahan & Weinberg,
2011).

Figura 2 - Alterac6es fundamentais que levam a malignidade

Sinalizagao para
proliferacao
sustendada

Escape de supressores
de crescimento celular

Desregulacdo

25 Escape imune
energética celular

Potencial replicativo
ilimitado

Instabilidade e &5 Inflamacgdo

mutac¢do genomica promovida pelo
tumor

Inducdo da Aumento da invasdo
angiogénese e metdastase

Legenda: Essa ilustragcao engloba as seis caracteristicas do cancer, propostas originalmente
por Hanahan e Weinberg (2000), no qual os pesquisadores sugeriram que a
maioria dos canceres adquirem habilidades como resisténcia a morte celular,
sinalizacdo para proliferacdo sustentada, escape de supressores tumorais ,
aumento de invasao e metastase, potencial replicativo ilimitado e angiogénese
sustentada, durante o seu desenvolvimento através da inducdo de varios
mecanismos. Em 2011, Hanahan e Weinberg acrescentaram a capacidade de
desbalanco energético, escape do sistema imune e inflamacdo sustentada,
promovendo a proliferacdo tumoral. Em adicdo, a instabilidade gendémica e
mutacdo, que promovem alteracdes genéticas nas células tumorais que
desencadeiam a progressao tumoral.

Fonte: Adaptada de Hanahan & Weinberg, 2011
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O cancer de pele é o mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos
0s tumores malignos registrados no pais. O melanoma cutadneo é um tipo de cancer
de pele que tem origem nos melandécitos (células produtoras de melanina) e tem
predominéancia em adultos brancos. Este tipo de cancer é considerado o mais grave
devido a sua alta possibilidade de metastase e mortalidade, representando 4% das
neoplasias malignas do 6rgédo (INCA, 2018). A incidéncia e a mortalidade por este
tipo de cancer vém aumentando no mundo. Assim, visto que apenas 12% dos
pacientes com melanoma metastatico sobrevivem mais de cinco anos, a chance de
cura dessa doenca esta diretamente relacionada ao diagndstico e ao tratamento no
inicio do seu desenvolvimento (Gon e col., 2001). No Brasil, as estimativas do INCA
do ano de 2018 apontam a ocorréncia de aproximadamente 834.880 novos casos de
cancer, dentre os quais, 6.260 novos casos de melanoma (3.340 em homens e
2.920 em mulheres) (Tabela 1). Tal fato vem atraindo a atencao das autoridades de
salude publica para o desenvolvimento de muitas campanhas de prevencdo e
diagnéstico precoce do cancer (INCA, 2018).

Os fatores de risco para todos os tipos de cancer da pele incluem
sensibilidade da pele ao sol, doencas imunossupressoras, e histérico pessoal ou
familiar da doenca. A exposi¢cdo excessiva ao sol, por sua vez, também € o principal
fator de risco para o surgimento dos canceres de pele ndo melanoma (INCA, 2018).

O melanoma é classificado histologicamente de acordo com a sua localizacao
e progressédo. A evolucdo do melanoma divide-se em quatro estagios: nevo comum
ou benigno, que é formado pela alta proliferacdo de meland6citos normais; nevo
displésico, formado pela alta proliferagdo de melandcitos transformados; fase de
crescimento radial do melanoma; e fase de crescimento vertical do melanoma. Nesta
tltima fase as células apresentam alto potencial metastatico (Bandarchi e col.,
2010).



Tabela 1 - Estimativa do numero de casos novos de cancer no Brasil

Localizagao Primaria

Neoplasia Maligna

Préstata

68.220

Estados

Taxa
Bruta

Homens

Taxa

Ajustada

Casos

Estimativa dos Casos Novos

Capitais

Taxa
Bruta

Taxa

Ajustada

Casos

Estados

Taxa
Bruta

Mulheres

Taxa

Ajustada

Casos

Capitais

Taxa
Bruta

Taxa

Ajustada

Mama Feminina

59.700

56,33

51,29

19.920

80,33

63,98

Colo do Utero

Traqueia, Bronquio e Pulmao

Colon e Reto

Estomago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Eséfago

Ovério

Linfoma de Hodgkin

Linfoma nao Hodgkin

Glandula Tireoide

Sistema Nervoso Central

Leucemias

Corpo do Utero

Pele Melanoma

Outras Localizagoes

Todas as Neoplasias, exceto
Pele ndo Melanoma

Pele ndo Melanoma

- - - - - - 16.370 | 1543 | 1711 | 4620 | 18,66 | 17,58
18.740 | 18,16 | 16,97 | 4.520 | 20,33 | 21,05 | 12530 | 11,81 922 | 3.710 | 1506 | 11,44
17.380 | 16,83 | 20,03 | 5630 | 2534 | 2516 | 18.980 | 17,90 | 1840 | 6.820 | 27,49 | 20,84
13.540 | 13,11 | 14,98 | 3.240 | 14,55 | 10,95 | 7.750 | 7,32 596 | 2210 | 892 5,34
11.200 | 10,86 | 11,22 | 2770 | 12,38 | 12,03 | 3.500 | 3,28 2,86 1.010 | 3,89 2,80

6.390 6,17 6,31 1540 | 6,86 8,44 1.280 | 1,20 0,96 420 1,30 0,92
6.690 6,43 7,79 | 1920 | 859 920 | 2790 | 263 2,21 890 3.42 2,61
8.240 7,99 6,73 | 1450 | 646 7,04 | 2550 | 2,38 1,67 540 1,85 1,38

- - - - - - 6.150 | 5,79 480 | 2.140 | 846 6,54
1.480 143 114 550 2,19 1,93 1.050 | 0,96 0,92 400 1,33 119
5.370 5,19 542 | 1480 | 659 6,81 4810 | 455 419 1.520 | 6,10 5,44
1.570 149 1,50 500 1,87 176 | 8.040 | 757 588 | 2490 | 10,01 7,02
5.810 5,62 549 | 1340 | 6,10 6,55 | 5510 | 517 517 1400 | 563 4,70
5.940 5,79 861 1480 | 6,69 6,58 | 4.860 | 4,56 4,29 1190 | 472 4,59

- - - - - - 6.600 | 622 544 | 2370 | 946 7,46
2.920 2,82 2,69 800 3,34 3,31 3340 | 3,16 2,15 880 3,42 2,74
41.480 | 40,17 | 3526 | 9.470 | 42,62 | 4345 | 36230 | 3417 | 2904 | 8920 | 3600 | 28,39

214.970 | 208,32 | 217,27 | 52.410 | 235,91 | 226,91 | 202.040 | 190,61 | 191,78 | 61.450 | 247,95 | 199,05
85.170 | 82,53 17.020 | 76,60 80.410 | 75,84 17.230 | 69,60

Todas as Neoplasias Malignas

Todas as Neoplasias Malignas
Corrigidas para Sub-Registro

Fonte: INCA, 2018.

300.140

282.450

310.300

Quando o melanoma é detectado em estagio inicial,
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0 prognéstico pode ser

considerado bom e geralmente € curavel. Nesses casos, 0 principal tratamento € a

cirurgia para a retirada do cancer. Outros tipos de tratamentos como a radioterapia e

a quimioterapia também sao utilizados, porém sao ineficientes em pacientes que ja

apresentam metastase. O desafio, portanto, tem sido regular as células tumorais que

bY

conseguem chegar a corrente sanguinea. Por esse motivo, ha uma crescente

necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do

melanoma (Emmett e col., 2011).
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Metabolismo das células tumorais

O interesse no metabolismo tumoral tem crescido cada vez mais, uma vez
que alteracbes no metabolismo celular podem contribuir para a transformacédo e
progressdo do tumor. A compreensdo do metabolismo tumoral é de extrema
importadncia para a compreensdo da fisiopatologia basica do céncer e para a
oncologia clinica (Soga, 2013).

Na década de 1920, Otto Warburg descobriu que as células tumorais
produzem energia em forma de ATP através da via glicolitica (figura 3), mesmo na
presenca de quantidades adequadas de oxigénio (Warburg, 1956; Soga, 2013).
Mesmo sem limitacdo de oxigénio, as células podem redirecionar o piruvato gerado
pela glicdlise para producéo de lactato, em um processo chamado glicélise aerdbica
ou efeito Warburg. Esta geracéo de lactato durante a glicolise aerdbia permite que a
glicélise continue por ciclizagdo de NADH de volta para NAD * (Vander Heiden e col.,
2009). Posteriormente, os principios que regem a regulacdo glicolitica em células
tumorais foram extensivamente revistos (Cairns & Mak, 2016). Warburg interpretou a
secrecédo de lactato tumoral como uma indicacédo de que a respiracao celular estava
danificada. No entanto, diversos estudos, incluindo até mesmo o trabalho original de
Warburg, ndo foram capazes de demonstrar que a respiracdo mitocondrial
defeituosa como uma caracteristica geral das células malignas (Koppenol e col.,
2011). Nesse sentido, ja foi evidenciado que a respiracdo e outras atividades
mitocondriais Sd0 necessarias para o0 crescimento de diversos tipos de tumor
(Deberardinis & Chandel, 2016).

Apesar dos estudos de Warburg, esta claro hoje que grande parte das células
tumorais tem a capacidade de produzir energia através da oxidac¢do da glicose em
um processo pelo qual os carbonos derivados da glicose entram no TCA (ciclo do
acido tricarboxilico ou ciclo de Krebs) e sdo oxidados a CO,, produzindo ATP
atraves da fosforilacdo oxidativa (figura 4), em ambientes normoxicos. Além disso, a
limitacdo da producdo de ATP através da via glicolitica, pela inibicdo da atividade da
piruvato quinase, ndo previne a tumorigénese, sugerindo entdo, que a célula tumoral
obtém ATP por outras vias e a glicolise possui outros papeis na progressao tumoral
(Israelsen e col., 2013). Desta forma, apesar das altas taxas glicoliticas, grande

parte das células tumorais geram a maior parte do ATP através da funcgéo
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mitocondrial, com a provavel excecdo de tumores portadores de mutacdes em
enzimas envolvidas na respiracdo mitocondrial (Deberardinis & Chandel, 2016).

Figura 3 — Via Glicolitica
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Legenda: A glicose é fosforilada sob a acao da enzima hexoquinase em glicose-6-fosfato (G6P), essa
reacao € irreversivel. A G6P é transformada, em seguida, no seu isdbmero frutose-6-fostato
(F6P), por acdo da enzima fosfoglicose isomerase. F6P recebe mais um grupamento
fosfato e é transformada no composto frutose-1,6-bisfosfato. Esta reagdo também é
irreversivel e é catalisada pela fosfofruto-quinase, uma enzima alostérica. A frutose-1,6-
bisfosfato sofre a a¢édo da aldolase gerando uma molécula de diidroxiacetona fosfato e uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Sob a acdo da triose fosfato isomerase,
diidroxiacetona fosfato é convertida em gliceraldeido-3-fosfato. 1,3-bisfosfoglicerato é
gerado pela acdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase sobre o GAP. Essa
enzima tem como coenzima o NAD (Nicotinamida adenina di-nucleotideo). O composto
1,3-bisfosfoglicerato € um anidrido misto de um acido carboxilico e acido fosférico, com um
alto potencial energético permitindo que, na reacéo seguinte, catalisada pela fosfoglicerato
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quinase haja producédo de ATP. A outra reacdo onde ocorre sintese de ATP é catalisada
pela piruvato quinase, enzima que transforma fosfoenolpiruvato em piruvato. Esta é a
terceira reacdo irreversivel da via glicolitica.

Fonte: Adaptado de 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

Além do piruvato derivado da glicolise, os acidos graxos e aminoacidos
podem também fornecer substratos ao ciclo TCA para sustentar a producdo de ATP
mitocondrial em células tumorais. A degradacdo de acidos graxos através da [3-
oxidacdo nas mitocondrias gera acetil-CoA, e posteriormente NADH e FADH,, que
sdo utilizados para produzir ATP através da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria (figura 4) (Deberardinis & Chandel, 2016). O aminoacido glutamina pode
gerar glutamato e, subsequentemente a-cetoglutarato para alimentar o TCA através
de uma série de reacbes bioquimicas denominadas glutamindlise (Hensley e col.,
2013; Deberardinis & Chandel, 2016). Além disso, os aminoacidos de cadeia
ramificada isoleucina, valina e leucina s&o convertidos em acetil-CoA e outras
moléculas organicas que também entram no TCA (Mayers e col.,, 2014). A
flexibilidade metabdlica proporcionada por diferentes inputs no TCA permite que as
células tumorais respondam adequadamente aos diferentes combustiveis
disponiveis no microambiente durante a evolugdo do tumor (Boroughs &
Deberardinis, 2015; Deberardinis & Chandel, 2016).

Apesar da incrivel heterogeneidade genética e histolégica dos tumores, a
malignidade parece envolver a inducdo comum de um conjunto de vias para suportar
funcBes centrais, como o anabolismo, catabolismo e equilibrio redox (Cantor &
Sabatini, 2012). A inducdo destas vias reflete sua regulagdo por mecanismos de
sinalizacdo comumente alterados em células tumorais. Células normais, apés
estimulacao por fatores de crescimento, ativam a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e
as suas vias downstream Akt e mTOR, promovendo assim um programa anabdlico
envolvendo o aumento do fluxo glicolitico e a sintese de acidos graxos induzida por
SREBP. Importantes oncogenes e supressores tumorais jA caracterizados estao
ligados a via de sinalizagcdo PI3K-AKT-mTOR. Dessa forma, a ativacdo aberrante
desta via esta entre as alteragbes mais frequentes observadas em tumores
(Deberardinis & Chandel, 2016).
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Figura 4 — Cadeia de Transporte de Elétrons
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Legenda: Na cadeia respiratéria, quatro grandes complexos proteicos inseridos na membrana interna
da mitocéndria realizam o transporte dos elétrons de NADH e de FADH, ao gés oxigénio,
reduzindo-os a NAD" e FAD, respectivamente. Inicialmente, os elétrons s&o depositados no
complexo | (NADH redutase) e Il (succinato desidrogenase), respectivamente, e entdo
transferidos para outros carreadores, os complexos Ill (citocromo redutase) e IV (citocromo
oxidase), de uma maneira gradativa até chegar ao seu aceptor final, 0 O,. Durante esta
série de transferéncias, prétons H* sdo expelidos da matriz para o espago intermembrana,
gerando um gradiente eletroquimico responsavel pelo potencial de membrana da
mitocéndria (AW). Este potencial de membrana formado contribui para o armazenamento
de energia livre disponivel para a subsequente reacéo de sintese de ATP no complexo V,
que ocorre através do acoplamento de ADP com fosfato inorgéanico.

Fonte: Adaptado de “Chemiosmosis and Oxidative Phosphorylation.” Boundless Biology Boundless,

26 May. 2016.

Os tumores solidos contém uma heterogeneidade significativa de perfusao, ou
seja, muitas células tumorais residem em ambientes pobres em nutrientes e oxigénio
(Deberardinis & Chandel, 2016). Para sua sobrevivéncia, as ceélulas tumorais
necessitam, portanto, adaptar diversos mecanismos para sustentar a funcgao
mitocondrial. Por exemplo, a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial pode
funcionar a niveis de oxigénio tdo baixos como 0,5%. Além disso, as células
tumorais hipoxicas (<2% 0O2) podem continuar a utilizar o TCA e usar a glutamina

como combustivel para a produgcdo de ATP oxidativo (Fan e col., 2013). Células de
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cancer pancreatico em baixas condi¢cdes de nutrientes utilizam proteinas retiradas
do espaco extracelular para produzir glutamina e outros aminoacidos, alimentando o
TCA para a sobrevivéncia e crescimento celular (Kamphorst, 2015). Aléem dessas
adaptacdes, se 0 ambiente hipdxico comprometer a oxida¢do do piruvato em acetil-
CoA, a glutamina pode fornecer acetil-CoA como precursor biossintético para
sustentar o crescimento tumoral. Quando as células tumorais se tornam privadas de
nutrientes, elas se adaptam ao microambiente, diminuindo sua demanda por ATP
(Wise e col., 2011). Portanto, os tumores sao capazes de reprogramar as vias de
aquisicdo de nutrientes e seu metabolismo para atender as demandas
bioenergéticas, biossintéticas e redox das células malignas. Essas atividades
reprogramadas sao agora reconhecidas como um dos hallmarks do cancer (figura
2).

Inflamacéo e Cancer

A inflamacéo também é considerada um dos hallmarks do cancer (figura 2). A
relacdo entre inflamacéo e cancer tem sido reconhecida desde o século XVII, e hoje
em dia temos bastante conhecimento sobre as células, citocinas e processos
fisiologicos que séo centrais tanto na inflamacao quanto no cancer. Atualmente, pelo
menos um terco de todos os tipos de cancer humanos tem sido associado a
inflamacdo (Maciejczyk, 2013). Dependendo do contexto, as células inflamatérias
podem ter papel benéfico ou prejudicial, estando envolvidas na patogénese de
diversas doencas, incluindo as neoplasias (Coussens & Werb, 2002). A inflamacé&o
cronica pode induzir certos tipos de cancer (Bhatelia, e col., 2014; Deng, e col.,
2016), e os tumores sélidos, por sua vez, podem iniciar e perpetuar processos
inflamatoérios locais que promovem o crescimento e a disseminacdo tumoral
(Caronni, e col., 2015).

Estima-se que até 20% dos canceres sejam provocados por inflamacao
cronica ou infecgbes persistentes. Muitos mediadores liberados durante a inflamacao
cronica promovem a proliferagdo celular e invaséo, induzem a mutagénese e

aumentam a angiogénese (Hanahan & Weinberg, 2000).
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Células inflamatdrias sdo consideradas fatores chaves na promocdo da
progresséo tumoral devido a sua capacidade de liberar uma grande variedade de
quimiocinas, citocinas, mediadores citotoxicos, como ROS, metaloproteases
(MMPs), além de mediadores da morte celular, como o fatos de necrose tumoral
(TNF)-a. Além disso, o microambiente inflamatorio tem niveis elevados de NF-kB,
prostaglandinas e microRNAs que afetam a proliferagdo, morte e senescéncia
celular, além de taxas de mutacdo de DNA, metilacdo do DNA e angiogénese
(Schetter e col., 2010). Citocinas, como a interleucina (IL)-6, estdo presentes em
diversos tipos de cancer e foram implicados na tumorigénese e metastase através
da regulacdo do NF-kB (fator nuclear kappa B) e STAT3 (Dmitrieva e col., 2016). Em
outro estudo, foi demonstrado que em modelos murinos, o TNF-a foi capaz de
aumentar o cancer mamario espontaneo (Sangaletti e col., 2010).

Desta forma, mediadores inflamatérios podem levar a transformacdo e a
iniciacdo de um fendtipo maligno e, a partir de uma expressao sustentada, promover
a progressao do tumor. Ao mesmo tempo, outros fatores liberados pelas células
inflamatorias levam, direta ou indiretamente, a uma supressdo da resposta imune,
tendo um importante papel no desenvolvimento do tumor (Coussens & Werb, 2002).
Acredita-se que muitas, sendo todas, as células e biomoléculas produzidas na
inflamacédo desempenhem algum papel na iniciagdo e manutencdo do crescimento
do tumor (Munn, 2017).

Entretanto, a inflamacédo ndo € necessaria para a mutagénese, e muitos tipos
de cancer se formam em tecidos néo inflamados. Porém, mesmo nesses casos, 0
proprio tumor desencadeia uma inflamacédo (Diakos e col., 2014). A extensédo e a
natureza dessa inflamacgao variam, mas, em geral, tendem a facilitar a progressao
do tumor. Os tumores podem induzir reagfes inflamatdrias por meio de diversos
mecanismos: células tumorais podem expressar citocinas que irdo recrutar
neutrofilos e macrofagos que liberam moléculas inflamatorias adicionais,
amplificando a resposta (Bonavita e col.,, 2015); o tumor em crescimento pode
danificar fisicamente o tecido normal, liberando padrées moleculares associados ao
dano (DAMPSs) que ativam receptores em macrofagos residentes, 0s quais iniciam
mecanismos de reparo inflamatério; da mesma forma, tumores em crescimento
podem comprimir vasos sanguineos e linfaticos, impedindo o suprimento de oxigénio

hY

e nutrientes. A hipoxia resultante leva a producdo de citocinas e fatores de
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crescimento angiogenicos, que recrutam novos vasos sanguineos e macrofagos
(Stylianopoulos e col., 2012)

As caracteristicas do infiltrado inflamatorio tumoral interferem no
desenvolvimento e progressdo do mesmo. Em 1863, Virchow refletiu sobre a
presenca de cancer em locais com inflamacao crénica prévia, sendo o primeiro a
descrever a presenca de leucocitos em tumores humanos. Este fato foi o primeiro
indicio de que o ambiente tumoral ndo é constituido somente por células tumorais,
surgindo a ideia de que esse microambiente era capaz de contribuir para o
desenvolvimento tumoral (Coussens & Werb, 2002). ApoOs este primeiro indicio
observado por Virchow, anos depois, surgiram diversos trabalhos estudando a
importancia de células estromais para o desenvolvimento tumoral. O microambiente
tumoral tornou-se um potencial alvo terapéutico, juntamente com as terapias
classicas como radioterapia, quimioterapia e cirurgia (Postovit e col., 2006).

O microambiente tumoral é extremamente complexo (figura 5), constituido por
componentes da matriz extracelular tumoral, fatores de crescimento (como bFGF,
VEGF, EGF, TGF-B), interleucinas, citocinas e concentracdes variaveis de oxigénio.
Esses fatores sdo capazes de regular a homeostase tecidual e o comportamento
celular no tumor. Neste microambiente, existe ainda a presengca de uma grande
populacdo de células heterogéneas, como fibroblastos, pericitos, células musculares
lisas, células imunes e células endoteliais (Allen e col.,, 2011). Em grande parte,
orquestrado por células inflamatérias, o microambiente do tumor € indispensavel no
processo neoplasico promovendo a sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo das
células tumorais (Coussens & Werb, 2002).

O infiltrado inflamat6rio de um tumor pode incluir populacdes de diferentes
leucdcitos, como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, eosinéfilos, mastécitos
e linfocitos, todos sendo capazes de produzir diversos tipos de mediadores (Figura
5). No microambiente tumoral, as ceélulas presentes em maior nimero sao 0S
macrofagos, podendo representar mais da metade das células ndo tumorais (Sica e
col., 2002).
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Figura 5 - Microambiente Tumoral
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Legenda: Células tumorais em tumores priméarios sdo cercadas por um complexo microambiente,
compreendendo diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, fibroblastos e uma
variedade de células derivadas da medula 6ssea (BMDCs), incluindo macréfagos, células
supressoras mieloides (MDSCs), mondcitos expressando TIE2 (TEMs) e células-tronco

mesenquimais (MSCs).
Fonte: Adaptado de Joyce e Pollard, 2009
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Macroéfagos: funcdes e alteracdes metabdlicas

Macréfagos possuem um papel crucial na resposta primaria a patdbgenos, na
manutencdo da homeostasia tecidual, na inflamacéo e na imunidade. Estas células
desempenham diferentes fungdes, tais como: producéo de citocinas, que orquestram
0 recrutamento e a ativagcdo de outros tipos celulares; liberacdo de fatores de
crescimento, mediadores angiogénicos e proteases, 0S quais promoverao o reparo
tecidual; além de produzirem também espécies reativas de oxigénio e nitrogénio a
fim de neutralizar e eliminar patégenos (Billings e col., 2016; Shapouri-Moghaddam e
col., 2018). Durante a resposta inflamatdria, macréfagos possuem a capacidade de
fagocitar, processar e apresentar antigenos aos linfocitos T e remover células
apoptoticas (Shapouri-Moghaddam e col., 2018).

De um modo geral e didatico, os macréfagos séo classificados em dois
subtipos: M1, ou classicamente ativados, e M2, ou alternativamente ativados.
Quando estimulados com interferon-y (IFN-y), LPS e agonistas de TLR, os
macrofagos sao direcionados a um perfil M1, com importantes funcdes pro-
inflamatorias e antitumorais. Este perfil é caracterizado pela producao de fatores pro-
inflamatdrios como, por exemplo, interleucina (IL)-6, IL-12, IL-23 e fator de necrose
tumoral (TNF)-a, bem como uma eficiente producdo de espécies reativas de
oxigénio e oOxido nitrico. Macrofagos M1 também podem expressar altos niveis do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | e MHC de classe |II.
Em contraste, macréfagos M2 exercem funcgbes anti-inflamatérias e pro-tumorais e,
assim como os macréfagos M1, podem ser subdivididos em diferentes subtipos de
acordo com seu estimulo especifico, como IL-4 e IL-13; pela ativacdo de TLRs e
complexos imunes; IL-10, glicocorticoides e TGF-B (do inglés: “transforming growth
factor beta”); e por fatores derivados de tumor (Chanmee, 2014; Sica & Mantovani,
2012; Hao e col., 2012). Essas células exibem atividade anti-inflamatdria e podem
levar a potencializacao da resposta Th2 e, ao mesmo tempo, antagonizar a resposta
de macréfagos M1 (Sindrilaru e col., 2011).

Em 2013, durante o Congresso Internacional de Imunologia, um conceituado
grupo de pesquisadores que estudam a fisiologia de macréfagos se reuniu para
abordar os obsticulos da nomenclatura e descricdo da ativacdo destas células e,
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assim, estabelecer padroes experimentais para o estudo dos diferentes perfis de
macrofagos. Como geralmente diversos mediadores tém sido utilizados
isoladamente ou em varias combinacfes para a geracdo de populacbes de
macrofagos polarizados, foi proposto que os pesquisadores descrevam cenarios de
estimulacdo e adotem uma nomenclatura ligada aos padrbes de ativacao, ou seja, M
(IL-4), M (IL-10), M (IFN-y), M (LPS) e assim por diante (Murray e col., 2014). Dessa
forma, essa homenclatura é utlizada atualmente nos estudos sobre o perfil fenotipico
de macroéfagos.

Macréfagos sdo células com alta plasticidade, podendo exercer diferentes
funcbes de acordo com o contexto em que estdo inseridos. Essa capacidade para
exercer funcdes especializadas € controlada por sinais de polarizacdo, como
mencionado anteriormente (Sica & Mantovani, 2012). Sabe-se hoje que essa
ativacdo diferencial dos macréfagos € criticamente apoiada por mudancas
metabdlicas intracelulares que estdo ligadas a mudltiplos aspectos da ativagéo
destas células. A regulacdo dessas alteracfes pode controlar a ativacao apropriada
dos macrofagos e resultar em fenétipos diferentes (Horng e col., 2017).

A interface entre sistema imunoldgico e o0 metabolismo € um campo de estudo
recente que tem despertado interesse de pesquisadores. Até entdo, a imunidade e o
metabolismo eram tratados como processos distintos realizados de maneira
independente pelo organismo. O estudo da imunidade foi focado no reconhecimento
e resisténcia a patdgenos, o0 que envolve seu préprio conjunto de células e
atividades. J& o metabolismo era descrito como processos quimicos que fornecem
energia para a realizacdo de varias fungbes celulares e do organismo, incluindo
atividades realizadas pelas células imunes, onde concluiu-se que o metabolismo
seria simplesmente a fonte de energia para o sistema imunoldgico (Arsenault &
Kogut, 2015).

Durante o curso de uma resposta imune, as células podem atravessar varios
tecidos com diversas condi¢bes de disponibilidade de nutrientes e oxigénio. Além
disso, em resposta a ativacdo, as células imunes muitas vezes podem alterar
drasticamente suas atividades funcionais. Essas alteragbes microambientais e
funcionais representam um significativo estresse metabdlico, o qual € eficientemente
gerido por células do sistema imune devido a sua capacidade de reprogramar de
forma dindmica seu metabolismo (Kotas & Medzhitov, 2015; Chovatiya & Medzhitov,
2014).
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Diversos sinais celulares intrinsecos e extrinsecos regulam a atividade de vias
metabdlicas com o objetivo de conectar as necessidades da célula, como
crescimento e proliferacdo, com a maquinaria metabdlica que ira regular a geracao
de produtos-chave para atender a essas necessidades celulares. Como
mencionado anteriormente, células do sistema imune, como macréfagos, possuem
diferentes fungdes, utilizando, portanto, diferentes vias metabdlicas para gerar niveis
de reserva de energia adequados para suportar sua sobrevivéncia e produzir
inumeros intermediarios biossinteticos necessarios ao crescimento e proliferacao
celular (O'Neill e col., 2016).

Desta forma, o diferente metabolismo entre os perfis de ativacdo dos
macrofagos corresponde a um claro reflexo das funcbes celulares. Os macréfagos
M1 desempenham um importante papel na primeira linha de defesa contra infeccdes
bacterianas e sdo conhecidos por obter energia através da glicolise. Em contraste,
macréfagos M2 estdo envolvidos na reparacao tecidual e na cicatrizacdo, e utilizam
o metabolismo oxidativo para abastecer suas funcdes a longo prazo. Diante disso,
as diferencas metabdlicas sédo finamente reguladas nos diferentes subtipos de

macréfagos e serdo descritas abaixo.

Macréfagos M(LPS) ou M(LPS + IFN-y)

Estudos mostram que o consumo de glicose em macrofagos ativados por LPS
sustenta altas taxas de glicolise aerdbica, ou seja, “metabolismo Warburg®, a
producdo de lactato independente da concentracdo de oxigénio presente. O alto
metabolismo glicolitico em M(LPS) e M(LPS + IFN-y) ndo apenas produz ATP para
sustentar suas funcdes secretoérias e fagociticas, mas também alimenta a via das
pentoses (PPP) (figura 7). Juntas, essas vias suportam a resposta de macrofagos
inflamatorios, gerando aminodcidos para sintese de proteinas, ribose para sintese
de nucleotideos e NADPH para sintese de ROS e NO (Nagy & Haschemi, 2015; Jan
Van den Bossche, 2017).

O TCA em macrofagos M(LPS) e M(LPS + IFN-y) apresentam duas “quebras”,
levando a alteragdo da oxidagdo da glicose com consequéncias profundas para o
fenotipo de ativacdo (O’Neill, 2015). O TCA, normalmente, inclui uma série de
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reaces de oxi-reducao (figura 6). Cada ciclo consome uma molécula de acetil-CoA
e duas de O,, e sdo formadas duas moléculas de CO,, trés de NADH, uma de

FADH; e uma de GTP, como mostrado na figura 6.

Figura 6 - Ciclo do Acido Citrico
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Legenda: Série de reagdes de oxi-reducao do ciclo do &cido citrico (CAC), também conhecido como o
ciclo TCA (ciclo do acido tricarboxilico) ou o ciclo de Krebs. O acetil-CoA, um composto de
dois carbonos, e o oxalacetato, composto por quatro carbonos, se condensam formando um
composto de seis carbonos, o citrato. Esta reacao é catalisada pela citrato sintase. O citrato
€ entdo, convertido em cis-aconitato, e este é convertido pela aconitase em isocitrato. O
isocitrato € entdo convertido em a-cetoglutarato pela isocitrato desidrogenase. Esta etapa
produz NADH. A préxima etapa é realizada por um complexo de enzimas, o qual converte o
a-cetoglutarato em succinil-CoA. Este é entdo convertido em succinato pela succinato CoA
sintetase. Esta reagdo converte GDP em GTP. O succinato produzido € convertido em
fumarato pela succinato desidrogenase, onde o FAD é convertido em FADH, nesta reacao.
ApOs isso, ocorre a hidratacdo da cadeia dupla de carbono do fumarato, formando malato.
Esta reacdo é catalisada pela fumarase. A Ultima etapa do TCA ocorre quando o malato é
desidrogenado para produzir oxalacetato pela malato desidrogenase. Nesta etapa, NAD
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também é convertido em NADH e o oxalacetato formado reage com acetil-CoA para formar
citrato e iniciar novamente o ciclo (Berg e col., 2002; Akram, 2014).
Fonte: Adaptado de Berj, Tymoczko & Stryer, 2002

Entretanto, em macréfagos M(LPS) e M(LPS + IFN-y), como mencionado
anteriormente, este ciclo possui duas “quebras”, funcionando de maneira irregular. A
primeira quebra acontece na isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), responsavel por
regular o destino do citrato, que é normalmente convertido em a-cetoglutarato,
levando desta forma, ao acumulo de citrato. O citrato, quando acumulado, é utilizado
como precursor para a sintese dos acidos graxos e fosfolipidios, necessérios para a
expansdo do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, importante para
acomodar o aumento da secrecdo de citocinas inflamatorias (Covarrubias e col.,
2015).

Nesses macrofagos, essa regulacdo negativa da isocitrato desidrogenase 1
(IDH1), leva ao acumulo de citrato. E a regulacéo positiva do gene imunorresponsivo
1, IRG1, uma enzima com atividade descarboxilase, leva a producdo de itaconato.
Este metabodlito, além de ter capacidades microbicidas, é capaz de inibir
competitivamente a succinato desidrogenase (SDH), levando a segunda quebra do
ciclo (Festuccia e col., 2014). Como a SDH é uma subunidade do complexo |1 (CII)
da cadeia de transporte de elétrons, a producédo de itaconato perturba a atividade
dessa cadeia e o metabolismo oxidativo, levando ao acumulo do seu substrato
succinato (Tannahill e col., 2013). A diminuicdo do TCA e da cadeia de transporte de
elétrons € importante pois direciona o O,, aceptor final de elétrons do metabolismo
oxidativo, para a manutencéo da producdo de ROS, necessario para os efeitos pro-
inflamatorios citotéxicos de macrofagos.

As vias de sinalizacdo que modulam este mecanismo ja sdo bem
compreendidas. A sinalizagédo induzida pelo LPS ativa a proteina quinase Akt para
aumentar a captacao de glicose enquanto a indugéo do fator de transcricdo HIF-1q,
um regulador importante da glicolise, permite a regulagdo positiva de mdultiplos
genes para estimular a glicélise (Everts e col., 2014; Langston e col., 2017). Em
resposta a sinalizacédo de LPS, a Akt medeia um aumento inicial no fluxo glicolitico, o
qual é reforcado pela inducdo de HIF-1a (Byles e col., 2013). Um outro importante
regulador de HIF-1a € a isoforma menos ativa enzimaticamente da piruvato quinase
(PK)M2, que promove a localizagdo nuclear e atividade transcricional de HIF-1a

(Palsson-Mcdermott e col., 2015). HIF-1a também pode ser modulado pelo acumulo
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de succinato, que inibe a atividade enzimética da prolilhidroxilase (PHD), enzima
responsavel pela degradacdo de HIF-1a (Tannahill e col., 2013). Dessa forma, o
HIF-1a medeia a indugao transcricional de muitas enzimas glicoliticas, sendo desta
forma, um regulador chave da glicdlise.

A piruvato quinase (PK) €é responsével pelo ultimo passo limitante da glicdlise,
representado pela conversao do fosfoenolpiruvato em piruvato. Em quase todos os
tipos de células (com excecdo do figado e dos globulos vermelhos), esta enzima
existe em duas isoformas diferentes, denominadas PKM1l e PKMZ2, ambas
codificadas pelo mesmo gene via splicing alternativo (Chen e col., 2012) A PKM1
esta presente principalmente como um tetrdmero com alta atividade enzimatica,
entretanto, a isoforma PKM2 existe predominantemente como um monémero ou
dimero. Embora a PKM2 monomérica ou dimérica exerca uma atividade enzimatica
mais baixa, como mencionado anteriormente, esta enzima possui um importante
papel na conducdo da glicélise e da producao de lactato em células tumorais (Yang
& Lu, 2013) e em macréfagos estimulados por LPS (Palsson-Mcdermott e col.,
2015). Em resposta ao LPS nos macréfagos, a PKM2 nuclear dimérica (ou
monomérica) forma um complexo com HIF-1a, aumentando a transcrigdo de IL-1
e/ou genes relacionados a via glicolitica, como da lactato desidrogenase A (Ldha),
por ligacdo ao seu promotor. Além disso, foi observado que quando a PKM2 é
levada ao estado tetramérico enzimaticamente ativo apOs tratamento com
ativadores, a resposta pro-inflamatéria ao LPS € atenuada. A inducdo da
tetramerizacdo de PKM2, além de prejudicar a glicélise e diminuir o acumulo de
succinato em macréfagos ativados por LPS, foi capaz também de induzir um
aumento nos niveis de IL-10, indicando um papel desta piruvato quinase na
polarizagdo dos macrofagos (Palsson-Mcdermott e col., 2015). Adicionalmente, a
tetramerizacdo da PKM2 foi capaz de diminuir o acumulo de ribose 5-fosfato,
intermediario de PPP, induzido por LPS, sugerindo um papel para PKM2 na
regulacdo do fluxo de carbono entre a glicélise e o PPP (Palsson-Mcdermott e col.,
2015).

A sinalizagdo disparada por LPS induz mTOR (alvo mecanistico da
rapamicina), componente catalitico do complexo proteico mTORC1, uma serina-
treonina quinase que controla o crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e a
sobrevivéncia celular (Covarrubias e col., 2015). Assim como em células tumorais,

MTORCL1 ativa o fator de transcricio SRBP1 em macrofagos, que, assim como o



35

citrato, € necessario para a sintese de acidos graxos e lipideos em macrofagos. O
aumento da sintese lipidica mediada por mTORC1 em macréfagos estimulados por
LPS é importante para a atividade fagocitica destas células, visto que é necessario
um aumento das membranas celulares. Além disso, a sintese lipidica sustenta a
producdo de mediadores lipidicos pro-inflamatérios e anti-inflamatérios, como
prostaglandinas e lipoxinas, respectivamente (Infantino e col., 2011). Os mediadores
lipidicos séo sintetizados e armazenados em corpos lipidicos, organelas citosolicas
gue sao formadas em resposta a sinais de polarizacdo de macréfagos de uma forma
dependente de mTORCL1 (Maya-Monteiro e col., 2008).

Como mencionado anteriormente, além da glicélise, a PPP também esta
ativada em macrofagos estimulados com LPS. A PPP suporta a sintese de NADPH
(figura 7), necessaria para a geracao de ROS, pelo sistema NADPH oxidase, e para
geracdo de NO pela iINOS (6xido nitrico sintase induzida). Os macréfagos M (LPS)
aumentam o fluxo através da PPP através da regulacdo negativa de uma

sedoheptulase quinase, a CARKL (Ganeshan & Chawla, 2014).

Figura 7 - Glicolise e reacdes oxidativas e ndo oxidativas da PPP
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Legenda: A glicose-6-fostato da gerada na via glicolitica é utilizada pela a glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), gerando 6-fosfogliconato (6PG), que sera transformado em
ribulose-5-fosfato a partir da descarboxilagdo oxidativa catalisada pela a 6-fosfogliconato
desidrogenase (6PGD). A ribulose-5-fosfato é transformada em ribose-5-fosfato pela acéo
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de uma isomerase, e/ou em xilulose-5-fosfato pela acdo de uma epimerase. A seguir, essas
pentoses irdo sofrer uma série de conversfes catalisadas por duas enzimas, a
transquetolase (TKL) e a transaldolase (TAL). A TKL é a enzima responsavel pela
transferéncia de Cl e C2 da xilulose-5-fosfato (Xu5P) para ribose-5-fosfato (R5P),
formando um produto de sete carbonos (sedoheptulose-7-fosfato; S7P) e um fragmento de
trés carbonos (gliceraldeido-3-fosfato; G3P). ApGs este primeiro passo, a TAL catalisa a
remocéo de um fragmento de trés carbonos da S7P e condensa-o com o G3P, formando
frutose-6-fosfato (F6P) e tetrose eritrose-4-fosfato (E4P). Em seguida, a TKL atua
novamente, formando F6P e G3P a partir de E4P e uma nova molécula de Xu5P. Duas
moléculas de G3P, formadas por dois ciclos dessas reacdes, podem ser convertidas em
uma molécula de frutose-1,6-bisfosfato (FBP) e por fim, a frutose-1,6-bifosfatase 1 e a
fosfohexose isomerase podem converter FBP de volta para G6P
Fonte: Adaptado de Stincone e col., 2015

Macrofagos M(IL-4)

Macréfagos associados ao reparo tecidual, angiogénese e imunidade
antiparasitaria Th2, como o M(IL-4), ao contrario de M(LPS), possuem baixas taxas
de glicolise, porém apresentam altas taxas de oxidacdo de &cidos graxos e
fosforilacdo oxidativa. Apesar do fluxo glicolitico ser menos intenso nessas células,
essa via é de fundamental importancia para alimentar o TCA e suportar a respiracao
mitocondrial (Covarrubias e col., 2015).

Apesar do metabolismo oxidativo ja estar bem relacionado a inducéo do perfil
M2/M(IL4), o papel do metabolismo lipidico no fendtipo anti-inflamatério ainda é
controverso. Estudos recentes relacionam a absor¢céo e oxidagdo de acidos graxos a
inducdo de genes envolvidos com a polarizacdo M(IL-4). O receptor scavenger
CD36 foi descrito como tendo um importante papel na entrega de lipoproteinas aos
lisossomos, onde sdo quebradas pela lipase lisossomal (LAL), liberando acidos
graxos livres que poderéo ser utilizados para B-oxidacado na mitocéndria.

No entanto, a sintese de &acidos graxos também estad relacionada a
polarizagdo M(IL-4), visto que o bloqueio desta via leva a diminuicdo de genes
ou da B-oxidacdo (Huang e col., 2014). Além disso, Cader e colaboradores (2016)
demonstraram que macrofagos M(IL-4) direcionam o fluxo de carbono derivado da
glicOlise para a lipogénese, sintetizando acidos graxos que serdo utilizados pela B-

oxidacao (Cader e col., 2016).
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Em macrofagos, citocinas como IL-4 e IL-13 induzem o metabolismo oxidativo
através da inibicdo de mTOR, ativando seus reguladores negativos TSC1 e TSC2.
Os macréfagos que nao possuem estes reguladores negativos ndo conseguem
alterar seu metabolismo para fosforilacdo oxidativa (Byles, 2013).

A sinalizagdo induzida pela IL-4 é capaz de estimular a biogénese
mitocondrial aumentando assim a oxidacdo de acidos graxos, uma via metabdlica
controlada pela proteina quinase ativada por AMP, AMPK (Mckinney e col., 2000).
Além disso, o tratamento com IL-4 regula positivamente a fosforilacdo oxidativa,
através do fator de transcricdo STAT6 e do coativador-13 do PPARy (PGC-13). Em
um estudo, foi demonstrado que a superexpressdo de PGC-1B, em macrofagos
derivados da medula 6ssea, foi capaz de reduzir producdo de citocinas proé-
inflamatérias. Em contraste, o knockdown de PGC-1B, impede a ativacdo de
caracteristicas M2, como a promoc¢éao da oxidacao de acidos graxos e a atividade da
arginase (Vats e col.,, 2006). A AMPK é capaz também de inibir a atividade de
MTOR, que esta muito ativa em M(LPS), através da ativacdo de TSC2, bem como
pela fosforilacdo direta da Raptor, subunidade do complexo mTOR (Robichaud e
col., 2013). Além disso, a atividade da AMPK é elevada em macréfagos M(IL-4) e
dirige a producéo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Sena e col., 2013).

Em contraste ao M(LPS), os macréfagos estimulados por IL-4 diminuem o
fluxo das pentoses através da regulacéo positiva da sedoheptulase quinase CARKL.
Esta quinase diminui o fluxo de PPP oxidativa por catalisacdo da formacdo de
sedoheptulose-7-fosfato, um inibidor de PPP. Acredita-se que estes macrofagos
diminuem o fluxo da via das pentoses, pois as atividades dos principais reguladores
inflamatorios podem ser sensiveis ao estado redox (Haschemi e col., 2012).

Os macrofagos M(IL-4) sdo capazes de aumentar a utilizagdo de glutamina,
permitindo a biossintese de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), necessaria
para a glicosilacdo de proteinas. Esta biossintese ocorre através da via das
hexosaminas, um shunt glicolitico. A inibicdo deste processo leva a uma diminui¢cao
na expressdo de marcadores M2, uma vez que receptores caracteristicos de
macrofagos M2, tais como receptores de lectina/manose, sdo altamente glicosilados
dependendo de GIcNAc elevada (Covarrubias e col., 2015). Dados da literatura
demonstram que a N-glicosilacdo € necessaria para o enderecamento e trafego de
proteinas como CD206 e CD301 (marcadores classicos M2) que séo destinadas a

exportacdo para a superficie celular ou para secrecdo. Consistente com isso, 0
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blogueio da N-glicosilacdo ou da via da hexosamina reduz a expressao na superficie
celular de marcadores M2 N-glicosilados, como por exemplo CD206 e CD301,
enfatizando a importancia de vias dependentes de glutamina nesses macréfagos
(Jha e col., 2015). Além disso, utilizacdo de glutamina também alimenta a atividade
do TCA através da anaplerose e, assim, a fosforilagdo oxidativa (Covarrubias e col.,
2015).

Macrofagos Associados ao Tumor (TAM)

Os macréfagos sédo o principal componente do infiltrado de leucdcitos que
estd presente, em uma extensdo muito variada, em todos os tumores. Os
macrofagos presentes no microambiente tumoral, denominados de TAM (do inglés
“tumor-associated macrophages”, macréfagos associados ao tumor), possuem um
papel dominante como orquestradores da inflamacéo relacionada ao cancer (Al-
Sarireh & Eremin, 2000).

No microambiente tumoral, TAMs possuem a capacidade de afetar o tecido
neoplasico em diferentes aspectos. Estudos demonstram que estes macréfagos
tumorais, de acordo com seu estado de ativagcdo, podem favorecer ou inibir a
proliferacdo de células tumorais (Sica e col., 2002; Heller e col., 2003). Como por
exemplo, podem atuar como células fagocitarias inespecificas ou induzir a morte de
células neoplasicas através da producdo de mediadores (IFN-y, IL-2 e IL-12) que
estimulam o sistema imune. Além disso, estes macrofagos também inibem a
atividade dos linfécitos no tumor por produzirem prostaglandinas e citocinas
imunossupressoras, como a IL-10 (Sica e col., 2002). Entretanto, os TAMs podem
promover o crescimento do tumor por secretar fatores de crescimento que
promovem a proliferacdo, invasdo e metastase de células tumorais, assim como
induzir a angiogénese tumoral através da producdo de VEGF e citocinas
responsaveis (Zhu e col., 2017). Dessa forma, os macrofagos, que geralmente néao
apresentam propriedades antitumorais, podem ser estimulados por anticorpos ou
ativadores classicos de macrofagos, como IFN-y e LPS e tornarem-se citotoxicos a

células tumorais de maneira direta, através da producédo de ROS e NO ou através da
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inducéo de fatores que estimulam fung¢des antitumorais em outros tipos celulares
(Siveen & Kuttan, 2009).

Estudos demonstram que os TAMs possuem um perfil semelhante a
polarizacdo M2 (Chanmee, e col, 2014). A prevaléncia deste perfil é resultado da
auséncia de sinais que induzem a polarizagcdo M1, como IFN-y ou componentes
bacterianos no tumor, e a expressao de fatores que induzem este fenétipo, como
fatores derivados do tumor. O CSF-1, por exemplo, além de atuar como fator
guimiotatico, atua como um sinal de sobrevivéncia e induz um fendtipo
imunossupressor e pré-tumoral (Nevala, e col., 2009; Chanmee e col; 2014).

Além disso, em tumores ja estabilizados, como por exemplo, cancer de mama
e de pancreas, as citocinas IL-4 e IL-13 derivadas de eosindfilos e basofilos
provocam uma ativacdo semelhante a M2 em TAMs (Kratochvill e col., 2015; De
Monte e col., 2016). Adicionalmente, sinais provenientes de células tumorais (tais
como quimiocinas, CSF-1 e TGFp), células B (complexos imunitarios) e células
estromais (por exemplo, IL-1) podem causar alteracdes fenotipicas nos macréfagos,
conferindo diversas funcfes que nao se encaixam com as atribuidas a polarizacéo
classica M1/M2 (Mantovani, 2017).

As vias de ativacdo e diferenciacdo de macréfagos variam entre os tipos de
tumores, resultando assim, em fendétipos e funcdes heterogéneas dos TAMs (Ruffell,
e col., 2012). Além disso, populacdes distintas de TAMs dentro de um tumor, podem
exibir diferentes fenoétipos. Isto se da como resultado, por exemplo, de diferencas no
acesso ao oxigénio e ativacdo da via do HIF-1 (Laoui e col., 2014). Desta forma, os
macrofagos presentes no microambiente tumoral ndo possuem um fendtipo
especifico, podendo variar de acordo com o tipo de tumor e sua localizagdo dentro
deste tumor. O fendtipo funcional dos TAMs é modelado através de uma
reprogramacao metabodlica. As adaptacdes metabdlicas realizadas por essas ceélulas
resultam na reprogramacao funcional dos TAMs, que incluem mudancas nha
producéo de citocinas e fatores angiogénicos, e contribuem para o crescimento do
tumor, supressao de outras células imunes, progresséo tumoral e metastase (Netea-
Maier e col., 2018).
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Metabolismo em Macrofagos Associados ao Tumor

O microambiente tumoral representa um exemplo dramético de disturbio
metabolico, onde as células circundantes do tumor podem comprometer ou suportar
a alta demanda metabdlica exigida pelas células tumorais, competindo por nutrientes
(uma forma de concorréncia intercelular) ou formando uma simbiose metabdlica
(uma forma de colaboracdo intercelular), respectivamente. Como mencionado
anteriormente, a glicélise aerobica e a glutamindlise, sdo rotas metabdlicas
dominantes em células tumorais. Desta forma, o consumo de glicose e glutamina é
aumentado, sendo acumulado produtos finais ou subprodutos metabdlicos, como o
lactato (HSU & Sabatini, 2008; Cairns, e col., 2011). O acido latico produzido pelas
células tumorais, como subproduto da glicélise aerdbica ou anaerdbia, possui uma
funcao critica na sinalizacdo de macréfagos. Este subproduto é capaz de induzir a
expressdo de VEGF e induzir a polarizacdo M2 em macrofagos presentes no
microambiente tumoral. Sabe-se que este efeito do acido lactico € mediado por HIF-
1la, demonstrando um mecanismo de comunicacdo entre o metabolismo das células
tumorais e a modulacdo do microambiente tumoral inflamatério (Colegio e col.,
2014).

Recentes estudos sugerem que TAMs sdo forcados a competir com as
células tumorais por nutrientes, particularmente glicose e, portanto, sofrem
mudancas em seu metabolismo de glicose, de uma maneira similar as células
tumorais. Poucos estudos indicam que os TAMs apresentam glicolise aerdbica
ativada, o que também contribui para sua reprogramacdo funcional (Arts e col.,
2016; Liu e col., 2016). Wenes e colaboradores demonstraram que, em condi¢cdes
hipoxicas, os TAMs regulam positivamente a proteina REDD1 (proteina regulada no
desenvolvimento e na resposta ao dano no DNA 1), que inibe a mTOR e,
subsequentemente, inibe a glicolise e leva a um aumento da resposta angiogénica.
Por outro lado, os TAMs deficientes em REDD1 s&o capazes de competir com
células endoteliais vizinhas pela glicose, através da ativagdo da mTOR e aumento
da glicdlise, levando a normalizacdo da estrutura vascular, e menos metastases
(Wenes e col., 2016). Os dados deste trabalho sugerem que o efeito favoravel de
medicamentos utilizados no tratamento de tumores malignos, como inibidores de

MTOR, poderia ser dificultado por seus efeitos no metabolismo dos TAMs atraves de
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mudancas subsequentes em seu fendtipo funcional. Este estudo demonstra a
importadncia de se estudar as adaptacBes metabdlicas de células presentes no
microambiente tumoral, como 0os macrofagos.

Além do metabolismo da glicose, os TAMs apresentam também alteracdes no
metabolismo lipidico, aumentando a biossintese, e armazenamento de &cidos
graxos. Este fato tem sido associado a reprogramacdo funcional, embora os
mecanismos permanecam desconhecidos. Diversos estudos demonstram que 0s
TAMs apresentam alteracdes no metabolismo do acido araquiddnico, apresentando
uma expressao aumentada de Cox2 e um consequente aumento da producao de
PGE2, importante para o desenvolvimento tumoral. Isto sugere que, apds o
desenvolvimento do tumor, ndo sO as células tumorais, mas também as células
imunes, como 0s macrofagos, sao capazes de aumentar a sintese de
prostaglandinas (Poczobutt e col., 2016). Além disso, a carga lipidica de macréfagos
tem sido associada ao aumento da capacidade tumoricida e inflamatéria. Schlager e
colaboradores demonstraram que o aumento do conteudo lipidico intracelular estava
associado a um aumento na atividade citotoxica de macréfagos peritoneais murinos,
particularmente naqueles que foram artificialmente enriquecidos com acidos graxos
poliinsaturados, em contraste com aqueles enriquecidos em colesterol (Schlager e
col., 1983).

Assim como macréfagos M(IL-4), TAMs pro-tumorigénicos apresentam um
aumento no uso da glutamina. Isto esta associado a niveis elevados de UDP- GICNA
necessarios para N-glicosilacdo de receptores associados a M2 e TAMs (Netea-
Maier e col.,, 2018), como CD206 e CD301. Corroborando esta ideia, um estudo
demonstrou que TAMs expostos a linhagens celulares de glioblastoma apresentam
maior expressao de genes relacionados ao transporte e metabolismo do glutamato
(Choi e col., 2015).

O metabolismo da L-arginina também tem sido ligado a fungéo dos TAMs. Em
macrofagos, a L-arginina pode ser usada para a sintese do NO ou através da via da
arginase. Como mencionado anteriormente, macrofagos M(LPS) séo caracterizados
pela elevada via de sintese de NO, onde a arginina € convertida em NO e L-citrulina
pela INOS. O NO produzido subseqgientemente suprime a fosforilacdo oxidativa
através da inibicdo de enzimas envolvidas no ciclo de Krebs e na cadeia de
transporte de elétrons, aumentando a glicélise nestes macréfagos (Albina &

Mastrofrancesco; 1993). Por outro lado, os macrofagos M2 sdo caracterizados pela
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expressdo da Arginase-1, que hidrolisa arginina a ornitina e uréia e limita a
disponibilidade de arginina para a sintese de NO (Rath e col.,, 2014). Estudos
mostram que TAMs isolados de tumores murinos mamarios e ovarianos humanos
apresentam baixas propriedades citotoxicas em associacdo com uma producao
reduzida de NO e uma baixa expresséo de iINOS (Klimp e col., 2001; Dinapoli e col.,
1996), sugerindo que o ciclo do nitrogénio ureico pode ter um papel importante na
funcdo dos TAMs.

No entanto, pouco se sabe sobre o fend6tipo metabdlico especifico dos TAMs
e como ele modela o fendtipo funcional dessas células no microambiente tumoral.
Como o programa metabdlico dos TAMs pode regular suas fun¢gbes protumorais,
existe um interesse consideravel nessa area. Diante destas evidéncias, entender as
vias celulares e metabdlicas que sustentam o fendétipo dos TAMs e suas funcoes,
sao de extrema importancia em diversas etapas da progressao tumoral, tornando-os

importantes alvos para a terapia contra o cancer.

Lipoxinas

Em resposta a infeccdes, lesfes e estimulos inflamatorios, mediadores
guimicos séo liberados como reguladores da resposta imune. As lipoxinas (LXs) séo
uma dessas moléculas, com acdes antiinflamatorias e pro-resolutivas. Estas sdo
secretadas por células imunoldgicas, como neutréfilos e macréfagos. As lipoxinas
sdo pequenas moléculas derivadas do acido araquidénico (AA), e podem ser
biossintetizados tanto in vitro como in vivo, em diferentes espécies, pela acao
sequencial das lipoxigenases (LOX) e de outras enzimas (Godson e col., 2000).

As lipoxinas sao sintetizadas a partir de interacdes célula-célula e possuem
trés diferentes vias de metabolizacdo (Figura 8). A primeira via descrita envolve a
participacdo das enzimas 15-LO, encontrada em células epiteliais, mondcitos e
macréfagos, e 5-LO, encontrada em neutréfilos (PMN). A partir da oxigenacdo do
carbono 15 do AA pela 15-L0O, é formado acido 15S-hidroxieicosatetraendico (15(S)-
HETE), que atua como substrato para a 5-LO, induzindo a conversdo de LXA; e
LXB4 pela acdo de epoxidohidrolases (Serhan e col., 1984; Serhan & col., 1995). A
segunda via de biossintese de lipoxinas é determinada por interagcdes que
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ocorrem, predominantemente, dentro da vasculatura, entre a 5-LO e a 12-L0O,
presente em plaquetas (Edenius e col., 1988). Esta via envolve a sintese de
LTA4, a partir da degradacdo do AA pela 5-LO. O LTA; formado € entdo
convertido em LXA, e LXB4 pela acdo da 12-LO plaquetaria (Serhan & Sheppard,
1990).

A terceira via de geragao de lipoxinas foi descoberta posteriormente, e
envolve a participacdo da Aspirina®. Esta via resulta na formacao de epimeros
de lipoxinas, também chamados de ATL (do inglés “aspirin triggered lipoxins”).
Esta via envolve a acetilagdo da COX-2 pela Aspirina®, levando a conversédo do
AA a 15R-HETE que é entdo transformado pela 5-LO, em PMN, nos 15-epimeros
de lipoxinas, 15-epi-LXA, e 15-epi-LXB4 (Claria & Serhan, 1995).

Figura 8 - Biossintese das Lipoxinas e “aspirin-triggered-lipoxins” (ATL)
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Legenda: Vias de biossintese de lipoxinas e epimeros de lipoxinas a partir do acido araquidénico.
Fonte: Adaptada de Fierro & Serhan, 2001.
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As lipoxinas, assim como o ATL, s@o produzidas em seu proprio local de agédo
e, posteriormente, inativadas através de uma desidrogenacdo no carbono 15,
originando 15-ox0-LXA,, seguida pela reducdo especifica da dupla ligacéo
adjacente ao grupamento cetona (Clish e col., 2000). Além disso, as lipoxinas
podem ainda sofrer w-oxidac&o no carbono 20 (Clish e. col., 2000; Serhan, 2005).
Devido a réapida transformacédo e inativacdo das lipoxinas, foram desenvolvidos
analogos sintéticos que mantém a capacidade de ativar o seu receptor, sua

integridade estrutural e acdes bioldgicas

Efeitos biologicos

As lipoxinas (LXs) exercem a maioria de suas funcdes a partir da interacéo
com seu receptor GPCR de alta afinidade, encontrado na membrana da célula,
denominado ALX/FPR2 (Fiore e col., 1994). Os receptores ALX foram inicialmente
identificados em cultura de células HL-60 (Fiore e col., 1994) e, poucos anos depois,
foram clonados a partir de material murino (Takano e col.,, 1997). Em humanos,
existem trés FPRs funcionais: FPR1, FPR2 e FPR3. Em camundongos, o FPR1 e
FPR2 sdo homélogos ao mFPR1 e mFPR2. A homologia estrutural entre os
receptores murinos e humanos € em torno de 75-80% (Chiang e col., 2003). No
entanto, este receptor é considerado “promiscuo”, visto que se liga, com menor
afinidade, a outras moléculas, como peptideos sintéticos e derivados de bactérias,
além de particulas virais. Apesar de se ligar ao ALX com alta afinidade, sabe-se que
a LXA, também é agonista de outros receptores, como o AhR (Receptor de
Hidrocarboneto Arilico), porém com baixa afinidade (Chandrasekharan e Sharma-
Walia., 2015).

A presenca do ALX ja foi descrita em diferentes tipos celulares como PMN,
mondcitos, células T, macrofagos, fibroblastos, células epiteliais e células
mesangiais (Chiang e col.,, 2006). Estudos mostram que o FPR2 pode
desempenhar um amplo papel na mediacdo das respostas inflamatorias e imunes,
incluindo a defesa do hospedeiro contra a progressdao de tumores. O FPR2

desempenha um importante papel na defesa antitumoral do hospedeiro através da
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limitacdo do recrutamento de macréfagos para o0 tumor em resposta a quimiocina
CCL2, e da posterior conversdao em macrofagos M2 (Liu, e col., 2013).

Estudos in vivo e in vitro mostram que a proteina anti-inflamatodria annexin Al
(ANXAL) pode ser efetiva na regulacédo do crescimento tumoral e metastase atraves
de mecanismos paracrinos mediados pelo receptor FPR2/ALX (Gastardelo, e col.,
2014). Foi demonstrado também, que o BML-111, um agonista do receptor da
lipoxina, bloqueia a expressdo de VEGF no soro e tumores murinos formados por
células H22, altera caracteristicas morfolégicas do tumor e diminui o crescimento
tumoral. Este mesmo autor mostrou que a LXA4 inibe a producdo de VEGF e reduz
0s niveis de HIF-1a em células H22 in vitro (Chen e col., 2010). Alguns estudos
indicam que as LXs e seus analogos possam ter, ainda, efeitos inibitérios na
angiogénese induzida por VEGF (Fierro e col.,, 2002; Cezar-de-Mello PF e
col.,2008).

As lipoxinas exibem mecanismos de acdo variados em diferentes tipos
celulares e em modelos animais de doencgas inflamatérias, promovendo a resolugao
de inflamagdes orais, pulmonares, oculares, renais, dérmicas e gastrintestinais
(Serhan & Chiang, 2008) (Figura 11).

Em neutrdéfilos, as LXs inibem a quimiotaxia, a aderéncia e transmigracao
(Serhan e col., 1995), além de reduzir a producao de superéxido e citocinas por
essas células (Canny e col., 2002). Em eosinofilos, estes lipideos inibem a
guimiotaxia e migracdo, além de diminuirem a citotoxidade de células T ativadas
através do bloqueio da ativacdo da ERK (Maddox & Serhan, 1996).

Ja em células mononucleares, os efeitos desencadeados pelas LXs
contrastam com aqueles promovidos em outros tipos celulares. Em mondcitos as
LXs apresentam efeitos estimulatérios, como a ativacdo da adesdo e a migracao de
monaocitos, sem causar, porém, degranulacdo ou liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (Maddox & Serhan, 1996; Maddox e col., 1997). A migracdo de mondcitos
humanos induzida pela LX é dependente da via Rho/ERK/MLCK, ap0s ativagdo do
ALX (Simbes & Fierro, 2005). Além disso, a LX também é capaz de aumentar a
sobrevida, reduzindo a apoptose de monocitos humanos via PI3K/Akt e ERK e,
considerando que a LX aumenta significantemente a fagocitose de neutrofilos
apoptéticos, o aumento de sua sobrevida demonstra seu papel resolutivo da
inflamagéo (Godson e col.,, 2000; Simdes e col.,, 2010). Estas atividades dos

monaocitos podem ser protetoras para o hospedeiro, em vista do importante papel
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destas células na reparacdo tecidual e na resolucdo da resposta inflamatoria.
Portanto, as LX ndo somente inibem sinais pro-inflamatérios, mas também
apresentam um papel critico na fase de resolucéo do processo inflamatério.

Esses efeitos produzidos pelas lipoxinas e por seus analogos, bem como a
ideia da associacdo do cancer com a resposta inflamatoria, tornam estes lipideos
importantes alvos de estudo para o controle e progressao do cancer. Em pesquisas
realizadas pelo nosso grupo, ja foi visto que o ATL-1 é capaz de modificar o fenétipo
de TAMs humanos in vitro e in vivo, diminuindo marcadores caracteristicos dessas
células, como CD206, arginase-1 e IL-10. Além disso, nosso grupo demonstrou que
a LX restaura propriedades citotoxicas, como a producdo de ROS, NO e
consequentemente de peroxido nitrito, levando a apoptose das células tumorais MV3
in vitro. Estes efeitos da lipoxina contribuem para a diminuicdo do peso e do volume
de tumores B16F10 induzidos em camundongos C57/BL6 e comprovam o potente
efeito destes lipideos na modulacdo de TAMs e controle da progressdo tumoral
(Simdes e col., 2017).

Estes resultados obtidos pelo nosso grupo, onde a lipoxina é capaz de induzir,
de forma seletiva, um switch do perfil M2-like dos TAMs em direcdo a um perfil M1-
like, contrastam com outros dados da literatura, onde o tratamento com a lipoxina
induz exatamente o contrario (M1 para M2), como por exemplo, em um modelo de
obesidade (Borgeson e col.,, 2015). Apesar dos TAMs apresentarem um perfil
fenotipico, com semelhanca na expressdo de marcadores, com macréfagos M2,
estes macrofagos tumorais apresentam caracteristicas metabdlicas semelhantes a
macréfagos M1, como ja abordado nas secdes anteriores. Este fato poderia explicar
o efeito seletivo e diferencial da lipoxina sobre o perfil M2 dos TAMs. Diante disso,
neste trabalho, elucidamos as caracteristicas metabdlicas dos TAMs, as
comparando com macrofagos M1 e M2, e analisamos o efeito da lipoxina sobre o
metabolismo destes macrofagos, bem como a importancia de cada via metabdlica

no switch fenotipico e funcional induzido por este mediador.
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OBJETIVO

Neste trabalho de tese, tivemos como principal objetivo caracterizar o perfil

metabdlico dos TAMs, comparando com macrofagos polarizados para M1 e para M2,

e analisar o efeito da lipoxina sobre o metabolismo dessas células.

1.1.

d)

f)

Objetivos especificos

Caracterizar o perfil de marcadores M2, como CD206, CD301 e CD163, e
marcadores M1, como a producdo de ROS e NO, em TAMs;

Caracterizar o perfil metabdlico dos TAMs, analisando vias como a glicélise,
fosforilacdo oxidativa, via das pentoses e metabolismo de acidos graxos;
Analisar a importancia da via glicolitica na manutencdo de caracteristicas
especificas dos TAMs, como a porcentagem de marcadores M2, inibindo esta
via com 2-deoxy-D-glicose;

Analisar a importancia da respiracdo mitocondrial na manutencdo de
caracteristicas especificas dos TAMs, como a porcentagem de marcadores
M2, submetendo estas células a hipodxia;

Analisar a importancia da via das pentoses na manutencéo de caracteristicas
especificas dos TAMs, como a porcentagem de marcadores M2, inibindo esta
via com 6-aminonicotinamida;

E por fim, analisar o efeito da 15-epi-LXA; no metabolismo dos TAMs, e a
importancia, de cada via analisada anteriormente, no efeito disparado por

este mediador nesses macrofagos tumorais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Culturade MV3

Em nossos experimentos, utilizamos a MV3, uma linhagem celular de
melanoma humano com alto potencial metastatico, gentilmente doada pelo Dr.
Cezary Marcienkevickz, (Temple University PA, USA) (van Muijen e col., 1991).
Anteriormente aos experimentos, foi realizado um controle de micoplasma através
do kit PCR based Venor™ GeM Mycoplasma (Sigma Aldrich). As células MV3 foram
mantidas em cultura na presenca do meio DMEM (Gibco Invitrogen Corporation®),
suplementado com 10% de SFB (Cultilab®) em pH 7,1, a 5% de CO; e temperatura
constante de 37°C. As células foram armazenadas em garrafas de cultura
(Corning®). O meio de cultura foi renovado ou as células foram repicadas, quando
confluentes, a cada 2-3 dias. Para solta-las da garrafa, as células foram lavadas com
HANK’s e incubadas com HANK’s EDTA (5mM) durante 5 minutos. Depois de serem
descoladas do plastico da garrafa, as células foram centrifugadas a 1200 rpm
durante 10 minutos e ressuspendidas para nova cultura ou para a realizacdo dos
experimentos. O numero de células presentes na suspensao celular foi determinado
por contagem em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo
método de exclusdo por Azul de Tripan (Gibco Invitrogen Corporation®) 0,2% em
PBS.

2.2. Obtencao do meio condicionado de MV3

Células MV3 foram semeadas em placas de 24 pocos (3 x 10°) cultivadas com
1 mL de meio de cultura DMEM (Gibco Invitrogen Corporation®), suplementado com
10% de SFB (Cultilab®). Ap6s 3 dias, o sobrenadante das células foi retirado,
centrifugado (a 1200 rpm por 10 minutos), filtrado (filtro de 0,20 um - GVS) e

armazenado em aliquotas em freezer — 80 C° para posterior utilizacao.
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2.3. Obtencédo de macrofagos

Mondécitos humanos foram isolados do sangue periférico de voluntarios
sadios. Para isso, o sangue foi retirado e tratado com EDTA 5%. Em seguida foi
adicionado 5 mL de sangue em 5 mL de Ficoll-Hypaque® e centrifugados (400 x g/
25°C/ acc 5) por 40 minutos. A camada de células mononucleares foi coletada,
lavada com solugéo salina e ressuspendida em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco
Invitrogen Corporation®) sem SFB (incompleto). As células foram contadas em
camara de Neubauer, semeadas em placas de cultura (Corning®) e incubadas por
40 minutos a 37°C. As células ndo aderentes (linfécitos e plaquetas) foram
removidas da placa e RPMI suplementado com 10% de SFB foi adicionado as
células remanescentes. Para a diferenciacdo em macréfagos, os mondécitos obtidos
cultivados em placas de 6 (3 x 10° células/poco), 24 (10° células/poco) ou 96 (2 x
10° células/pogo) pocos, contendo 2 mL, 1mL ou 200 pL (respectivamente) de meio
RPMI suplementado com 10% de SBF foram incubados por 7 dias em estufa a 5%
de CO, e temperatura constante de 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada 2
dias. A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo por Azul de

Tripan (Gibco Invitrogen Corporation®) 0,2% em PBS.

2.4. Polarizacdo M(LPS+IFN), M(IL-4) e TAM

Para induzir a polarizagdo M1/M(LPS+IFN) e M2/M(IL-4), macrofagos
derivados de mondcitos humanos cultivados em placas de 6, 24 ou 96 pocos, nas
concentracdes e condi¢cdes descritas anteriormente, foram estimulados com LPS (1
png/mL) + IFN -y (100 ng/mL) ou IL-4 (40 ng/mL) respectivamente por 72 horas. Para
a obtencéo dos TAMs, o meio condicionado de células MV3 foi adicionado por 72
horas a cultura de macrofagos na proporcdo 1:1 para o RPMI suplementado com
10% FBS. Nas proximas sec¢bes, chamaremos M1/M(LPS+IFN) apenas de M1 e
M2/M(IL-4) apenas de M2.
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2.5. Inibic&o de vias metabdlicas

Para a inibicdo da via glicolitica, via das pentoses e da ATP- citrato liase
(ACLY), macréfagos polarizados para M1, M2 e TAM, como descrito anteriormente,
foram tratados com: 2-deoxy-D-glucose (2DG), um analogo ndo metabolizavel da
glicose que inibe a fosforilagdo da glicose pela hexoquinase, o primeiro passo da
glicdlise, inicialmente diluido em H,O, na concentracdo final de 1mM em RPMI; 6-
aminonicotinamide (6AN), um inibidor da G6PDH, importante enzima da via das
pentoses, inicialmente diluido em DMSO, na concentracdo final de 200 uM em
RPMI; e SB204990, um inibidor da ATP-citrato liase, inicialmente em DMSO, na
concentragéo final de 5 uM em RPMI.

2.6. Tratamento com o ATL

Para o tratamento das células com ATL, macrofagos polarizados para M1, M2
e TAM, como descrito anteriormente, foram lavados, para retirada de SFB presente
no meio de cultura, e tratados com 15-epi-LXA; (ATL — Cayman Chemical),
inicialmente diluido em etanol, na concentracdo de 10 nM em RPMI por 15 minutos.
Apés este tempo, foi adicionado 10% de SFB ao meio de cultura e as células foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, e temperatura constante de 37°C.
Em experimentos com macréfagos tratados com ATL e inibidores, foi realizado o
pré-tratamento com os inibidores por 30 min, e posteriormente foi adicionado o ATL

a cultura.

2.7. Citometriade fluxo

Para analise de marcadores de superficie, macrofagos cultivados em placa de
96 pocos (2 x 10° células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM, tratados ou n&do

com ATL e/ou inibidores, como descrito anteriormente, foram retirados da placa
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utilizando Accutase (Sigma-Aldrich), lavados com PBS e baixados através de
centrifugacéo a 1200 rpm por 10 minutos. Os pellets obtidos foram ressuspendidos e
incubados em 200 pL de tampéo para citometria de fluxo (2% BSA, 5% SFB, 0,1%
azida sodica em PBS) por 30 minutos. Apdés este tempo, as células foram divididas
em 2 tubos, marcadas com diferentes mixes de anticorpos conjugados a fluoréforos
na concentragdo de 1:100 (anti-CD86-Alificocianina (APC) + anti-CD206-ficoeritrina
(PE) e anti-CD301-ficoeritrina (PE) + anti-CD163-alificocianina (APC)); Biolegend)
por 30 minutos. As células foram, entdo, lavadas com tampéao, ressuspendidas em
100 puL do mesmo e imediatamente adquiridas em citdbmetro de fluxo (BD Accuri™
C6). Os respectivos isotipos foram utilizados para controle do experimento. Para
cada amostra individual foram adquiridas informacdes relativas ao tamanho (FSC),
granulosidade (SSC) e intensidade relativa de fluorescéncia de 10.000 eventos.
Apbés a selecdo da regido de interesse (P1) (figura 9A), o percentual de
subpopulacdes celulares fluorescentes foi obtido em graficos de histograma (figura

9B). Os dados foram coletados e analisados utilizando o BD Accuri™ C6 Software.

Figura 9 - Estratégias utilizadas para as analises dos percentuais de populacdes
celulares por citometria de fluxo
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Legenda: Estratégias utilizadas para as andalises dos percentuais de populagdes celulares por
citometria de fluxo. (A) Grafico de distribuicdo FSC versus SSC utilizado para a selecéo da
populacdo de interesse, macrofagos — P1. (B) Histograma representativo utilizado para
quantificar o percentual de subpopulacdes celulares especificas, dentro da populagao
selecionada (P1). Células ndo marcadas em preto e células marcadas (PE-FL2 ou APC-
FL4) em azul.

Fonte: A autora, 2019.
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2.8. Expresséo de mRNA (RT-qPCR)

O RNA total de macréfagos cultivados em placa de 6 pocos (3 x 10°
células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM, tratados ou ndo com ATL, como
descrito anteriormente, foi isolado utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®), de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A quantidade e qualidade de RNA
foram analisadas por absorbancia em NanoVue Plus (GE Healthcare®) e
posteriormente tratadas com DNAse. As amostras de RNA (100 ng) foram retro-
transcritas em DNA complementar utilizando o kit de Transcricdo Reversa de Alta
Capacidade de cDNA (Applied Biosystems®), de acordo com o protocolo do
fabricante. O cDNA foi amplificado utilizando os primers HK-1I (Qiagen -
QT00013209) e GAPDH (Qiagen — QT00079247). O nivel de expressdo génica

analisado foi normalizado pelo GAPDH.

2.9. Ensaio de crosslinking

O suberato dissucinimidilico (DSS) € um crosslinker permeavel a membrana e
nao clivavel que contém um éster N-hidroxisuccinimida (NHS) reativo com amina em
cada extremidade de um braco espacador de 8 carbonos. Estes ésteres NHS
reagem com aminas primarias a pH 7-9 para formar ligacbes amida estaveis,
permitindo a identificacdo de interagc6es de proteina fracas ou transitorias.

Para analise da expressdo monomerica ou tetramérica da PKM2, macrofagos
cultivados em placa de 24 pocos (10° células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM,
e tratados ou ndo com ATL, como descrito anteriormente, foram tratados com DSS
(Thermo Scientific Pierce®), inicialmente diluido em DMSO, na concentracao final de
500 pM em PBS por 30 minutos. ApoOs este tempo, foi realizado o quenching da
reacdo com Tris (50 mM) por 15 minutos. Os lisados foram obtidos como descrito

abaixo, e entdo, analisados por western blotting.
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2.10. Obtencéo dos extratos celulares

Para obtencdo dos extratos celulares, macrofagos cultivados em placa de 24
pocos (10° células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM, e tratados ou ndo com
ATL, como descrito anteriormente, foram ressuspendidos em tampéao de lise RIPA
(Tris 50 mM, NaCL 150 mM, Triton X-100 1%, SDS 0,1%, EDTA 5 mM, NAF 50 mM,
NazVO, 1 mM, Pirofosfato de sodio 30 mM, DTT 2mM, PMSF 2 mM, Leupeptina 25
UM e aprotinina 100ug/mL). O conteudo de proteinas do extrato total foi determinado
pelo método de BCA (Thermo Scientific®). Posteriormente, foi adicionado 20% de
tampao de amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, SDS 1%, B-
mercaptoetanol 5%, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%) a cada amostra,
sendo estas entdo, fervidas por 5 minutos para sua desnaturacédo, e guardadas em

freezer para posteriores andlises por western blotting, como descrito abaixo.

2.11. Eletroforese e Western Blotting

O volume dos extratos celulares correspondentes a 20 ug de proteina foram
submetidos a eletroforese SDS-PAGE, onde foram separadas de acordo com o peso
molecular. Apés a separacao, as proteinas presentes no gel foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare®). Apds o bloqueio das membranas
com solugdo de BSA 5% em T-TBS (TBS + 0,1% Tween®), as membranas foram
incubadas overnight a 4°C com anticorpo primario especifico (1:1000). Apds 3
lavagens de 5 minutos com T-TBS, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase (1:10.000) por 1 hora e meia. Apés 3 lavagens
de 5 minutos com T-TBS, as membranas foram, entdo, secadas e incubadas com
solucéo de quimioluminescéncia (kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent-
GE Healthcare®). As bandas imunorreativas foram visualizadas no ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad®). As imagens foram analisadas com o software ImageJ
(NIH/USA).
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2.12. Imunocitoquimica

Macréfagos foram cultivadas em placa de 96 pogos preta (2 x 10°
células/poco), polarizados para M1, M2 e TAM, e tratados ou ndo com ATL, como
descrito anteriormente. Apoés isso, as células foram fixadas com paraformaldeido
4%, e posteriormente lavadas com 100 pL de PBS 2 vezes. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com BSA por 1 hora e as células foram incubadas com anticorpos
primarios anti-GLUT1 (1:100 — Millipore), anti-CD36 (1:200 — Sigma-Aldrich) ou anti-
PKM2 (1:200 — Sigma-Aldrich) overnight & 4° C. Posteriormente, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS e incubadas com anticorpo secundéario apropriado
conjugado com Alexa488 ou Alexa555 por 1 hora. Os nucleos foram corados com
DAPI (Molecular probes) ou Hoechst (Sigma-Aldrich). Para analise da PKM2, apos a
etapa de fixacdo, as células foram permeabilizadas com PBS 0,2% de Triton-X,
lavadas 2 vezes com PBS e posteriormente marcadas com o anticorpo anti-PKM2.
As imagens foram adquiridas utilizando um leitor de placas confocal ImageXpress
Ultra (Molecular Devices) e depois processadas e quantificadas com o software
MetaXpress (Molecular Devices). Os graficos representam a intensidade integrada
(para a marcacdo de interesse) por célula, quantificada pelo software.
Resumidamente, a intensidade integrada para a marcacao de interesse é calculada
subtraindo a intensidade de pixels total do background e excluindo os debris
celulares. Além disso, a intensidade integrada € normalizada pelo nimero total de
células, contadas através da marcacédo do nucleo com DAPI ou Hoechst. Todos os
dados foram derivados de poc¢os em duplicata e 4 campos por pogo.

2.13. Normalizacgao por cristal violeta

Para normalizacdo, apos a realizacdo dos ensaios, 0s macrofagos foram
fixados com 100 pL de paraformaldeido 4% por 20 minutos. ApoOs este periodo, 0
sobrenadante foi retirado e as células lavadas 3 vezes com 100 uL de PBS.
Posteriormente foi adicionado 50 pL de cristal violeta (0,05 % em H,O) em

temperatura ambiente por 30 minutos. ApGs 5 lavagens com 100 pL de PBS por
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poco, a placa foi deixada overnight a temperatura ambiente para secagem total do
liguido remanescente nos poc¢os. Apos secagem, foi adicionado 100 pL de &cido
acético (10% em H,O) em cada poco, para solubilizacdo do cristal violeta, e a
absorbancia foi determinada em leitor de placa a 590 nm (Envision-Perkin-Elmer).
Cada medida obtida corresponde a densidade optica (D.O) referente & quantidade
de células presente em cada poco. Os gréaficos obtidos através das metodologias
descritas nas sec¢fes 3.14; 3.17; 3.18; e 3.19, foram normalizados pela quantidade

de célula através da D.O do cristal violeta.

2.14. Andlise do Fluxo Extracelular Metabdlico

Macréfagos cultivados em placa de 24 pocos (10° células/pogo) polarizados
para M1, M2 e TAM, tratados ou ndo com ATL, como descrito anteriormente, foram
retirados da placa utilizando Accutase (Sigma-Aldrich), lavados com PBS, baixados
através de centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos, ressuspendidos em PBS e
contados no Muse® Cell Analyzer (Millipore). Os macréfagos (2,5 x 10°) foram
entdo, plagueados em placas de cultura celular XF-24 (Seahorse Bioscience) e
cultivados por 24 horas em 100 pL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB
em estufa a 5% de CO; e temperatura constante de 37°C. Antes das avaliacfes, as
células foram lavadas e incubadas com 500 pL de RPMI livre de vermelho de fenol
(Sigma-Aldrich) durante 1 h. A taxa de consumo de oxigénio (OCR) foi avaliada no
Seahorse Flux Analyzer XF-24 (Seahorse Bioscience) de acordo com as instrugdes
do fabricante. As caracteristicas da fosforilagdo oxidativa foram calculadas a partir
das alteracbes nas taxas de consumo de oxigénio em resposta a oligomicina
(inibidor da ATP sintase — 1 uM), FCCP (desacoplador da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial — 0,9 uM) e rotenona + antimicina A (inibidor do complexo mitocondrial
da cadeia respiratéria | e Il respectivamente — 1 uM). Os graficos de barra
representam a Respiragdo Basal, Respiracdo Méxima e Produgdo de ATP
calculados respectivamente pelas equagoes:

(dltima medicdo de taxa antes da primeira injecdo de oligomicina) — (medicdo da

taxa minima apdés injecao de rotenona + antimicina A);
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(medicao da taxa maxima apos injecdo de FCCP) — (medicdo da taxa minima apoés
injecdo de rotenona + antimicina A);
(medicéo da ultima taxa antes da injecéo de oligomicina) - (medicdo da taxa minima

apos injecao de oligomicina).

2.15. Consumo de glicose

Para analise do consumo de glicose, o sobrenadante de macrofagos
cultivados em placa de 96 pocos (2 x 10° células/poco) polarizados para M1, M2 e
TAM, tratados ou ndo com ATL e/ou inibidores, foi retirado e a concentracdo de
glicose presente foi analisada utilizando o kit colorimétrico enzimatico (K082-
Bioclin®) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Este kit se baseia na
atividade da glicose oxidase, a qual oxida a glicose gerando acido glucénico e
peroxido de hidrogénio, que em presenca da peroxidase reage com a 4-
aminoantipirina e fenol, gerando um cromdogeno vermelho cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracdo de glicose. A absorbancia de cada amostra foi lida em
505 nm através do leitor de placa (Envision — Perkin-Elmer). O consumo de glicose
foi definido através da subtracdo da absorbancia referente a cada amostra de

sobrenadante da absorbéancia referente ao controle (meio de cultura RPMI).

2.16. Producdao de Lactato

Para andlise da producdo de lactato, o sobrenadante de macréfagos
cultivados em placa de 96 pocos (2 x 10° células/poco) polarizados para M1, M2 e
TAM, tratados ou ndo com ATL e/ou inibidores, foi retirado e a concentracdo de
lactato presente foi analisada utilizando o kit colorimétrico enzimatico (K084-
Bioclin®) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Este kit se baseia na
atividade da lactato desidrogenase (LDH) que catalisa a oxidacdo do L-Lactato a

Piruvato, com consequente reducdo do NAD* a NADH. A concentracdo de L-Lactato
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é relativa a formacé@o de NADH e detectada através da medida da absorbancia a 340
nm. A absorbancia de cada amostra foi lida em do leitor de placa (Envision — Perkin-

Elmer).

2.17. Ensaio de producédo de espécies reativas de oxigénio

Para analise de espécies reativas de oxigénio (ROS), macrofagos foram
cultivados em placa de 96 pocos branca (2 x 10° células/poco) polarizados para M1,
M2 e TAM, como descrito anteriormente. ApGs a polarizacdo, o meio de cultura foi
retirado, os pocos lavados com HBSS, para retirada do SFB e vermelho de fenol, e
as células foram pré-tratadas ou ndo com 6-AN (100 yM) por 30 minutos em HBSS,
seguido pela incubacdo na presenca ou auséncia de ATL (10 nM). Logo em seguida,
foi adicionado Luminol, inicialmente diluido em DMSO, na concentracao final de 50
MM em HBSS em cada poco. O sinal de luminescéncia foi quantificado integrando a
emissao de luz ao longo de 60 minutos utilizando um leitor de placa controlado por
temperatura (Envision-Perkin-Elmer). O PMA (10ug/mL) foi utilizado como controle
positivo, porém ndo mostrado nos gréficos. Os graficos foram obtidos através do
calculo da area sobre a curva (AUC) no periodo de 60 minutos.

2.18. Ensaio de producédo de 6xido nitrico

Para analise da producdo de oxido nitrico (NO), o sobrenadante de
macréfagos cultivados em placa de 96 pocos (2 x 10° células/poco) polarizados para
M1, M2 e TAM, tratados ou ndao com ATL e/ou inibidores, como descrito
anteriormente, foi retirado e a concentracdo de NO presente foi estimada atraves da
quantificacdo de nitrito pela reacdo de Griess. Nesta reacdo, o nitrito reage com a
sulfanilamida em meio acido e o composto formado reage com o cloridrato de N-(I-
naftil) etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloragdo intensa. A

concentracdo de nitrito foi medida por absorbancia a 346 nm em leitor de placa
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(Envision-Perkin-Elmer) e se refere a curva padrao de nitrito de sédio (dissolvido em
solucdo de meio de cultura RPMI) dentro de uma faixa de concentragéo.

2.19. Ensaio de absor¢édo de BODIPY-C16

Para analise da absorcdo de &cidos graxos exdgenos, macréfagos foram
cultivados em placa de 96 pocos preta (2 x 10° células/pogo) polarizados para M1,
M2 e TAM, tratados ou ndo com ATL, como descrito anteriormente. ApOs o
tratamento, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com BODIPY FLcis (andlogo do palmitato conjugado a um fluoréforo),
inicialmente diluido em etanol, na concentracdo final de 5 mM em BSA livre de
acidos graxos durante 30 min a temperatura ambiente. As células foram entéo
lavadas duas vezes com PBS gelado e a fluorescéncia referente ao BODIPY FLcis
absorvido pelas células foi analisada através de leitor de placas (Envision-Perkin-
Elmer) com filtros setados para 493 nm (Aex) € 503 NM (Aem).

2.20. Ensaio de hipo6xia

Para as condicdes de hipoxia, macréfagos cultivados em placa de 24 pocos
(10° células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM, tratados ou ndo com ATL, como
descrito anteriormente, foram incubadas em camara de hipdxia (Modulator Incubator
Chamber, STEMCELL Technologies®) regulada a 5 % de CO; 94,5 % de N,e 0,5 %
de O, por 12 horas a 37° C. Apos esse tempo, o sobrenadante foi recolhido e as

células analisadas por citometria de fluxo.
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2.21. Ensaio de citotoxidade

Macréfagos foram cultivados em placa de 96 pocos preta (5 x 10°
células/poco) polarizados para M1, M2 e TAM, tratados ou ndo com ATL e/ou
inibidores, como descrito anteriormente, foram lavadas, retirando os inibidores e o
ATL do meio, e foram co-cultivadas com células MV3 marcadas com CMFDA, na
concentracdo final de 2,5 yM em HBSS, por 24 horas (2:1; Macroéfagos:MV3).
Posteriormente, os pocos foram lavados e a fluorescéncia do CMFDA, referente as
células MV3 vivas, foi quantificada utilizando leitor de placas (Envision-Perkin-Elmer)
com filtros setados para 485 nm (Aex) € 516 nm (Aem). A sobrevivéncia das células
tumorais MV3 co-cultivadas com os diferentes subtipos de macréfagos, foram
guantificadas através da porcentagem de fluorescéncia relativa ao controle (células

MV3 cultivadas na auséncia de macrofagos — correspondente a 100% nos graficos).

2.22. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos sdo expressos como média + desvio padréo. Os dados
foram analisados por teste t-Student (para experimentos com apenas 2 grupos) ou
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste t-Bonferroni (para experimentos com mais
de 2 grupos), com auxilio do programa GraphPad Prism 7. P < 0,05 foi considerado

como estatisticamente significante
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3 RESULTADOS

3.1 TAMs apresentam alta expressao de marcadores M2 e baixa expressao de

marcadores M1

Para caracterizar o modelo in vitro de obtencédo dos diferentes fenotipos de
macrofagos utilizado neste trabalho, macréfagos derivados de mondcitos humanos
foram estimulados com LPS + IFN-y (M1), IL-4 (M2) ou meio condicionado de MV3
(TAM) e marcadores caracteristicos M1 e M2 foram analisados.

Observamos que macrofagos polarizados para o perfil M1 apresentaram
baixa porcentagem de células positivas para os marcadores M2: CD206" (figura
10A), CD301" (figura 10B) e CD163" (figura 10C); e alta porcentagem de células
positivas para o marcador M1: CD86" (figura 10D). Além disso, essas células
apresentaram alta producdo de ROS (figura 10E) e NO (figura 10F), em
conformidade com uma eficiente diferenciacdo M1. Por outro lado, macréfagos
polarizados em M2 apresentaram alta porcentagem de células CD206" (figura 10A),
CD301" (figura 10B) e CD163" (figura 10C), e baixa porcentagem de células CD86"
(figura 10D), acompanhada de baixa producdo de ROS (figura 10E) e NO (figura
10F). Estes dados demonstram que, no nosso modelo, macréfagos M1 e M2 se
comportam como esperado e descrito na literatura.

Em concordancia com dados ja publicados, os TAMs apresentaram alta
porcentagem de células CD206" (figura 10A), CD301" (figura 10B) e CD163" (figura
10C), marcadores caracteristicos M2, e baixa porcentagem de células CD86" (figura
10D), baixa producdo de ROS (figura 10E) e NO (figura 10F), marcadores
caracteristicos M1. Estes dados validam nosso modelo in vitro que sera utilizado em

todos os proximos experimentos.
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Figura 10 - TAMs apresentam alta expresséo de marcadores M2 e baixa expressao
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Legenda: Mondcitos (2 x 10° células/poco) foram semeados em placas de 96 pogos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. Apos esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) ou meio condicionado de
MV3 (TAM). Apés 72h, as células foram analisadas através de citometria de fluxo utilizando
anti-CD206-PE (A), anti-CD301-PE (B), anti-CD163-APC (C) e anti-CD86-APC (D), ou
marcadas com luminol para anéalise da producdo de ROS (E). O sobrenadante das células
foi coletado para dosagem de nitrito por reacao de Griess (F).
média + desvio padrdo de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: (E) e (F) foram normalizados pela D.O referente & quantidade de células

* ' <0,05; * p<0,01.

Fonte: A autora, 2019.

Os gréficos representam



62

3.2 TAMs apresentam alta atividade glicolitica

A absorcdo celular de glicose € mediada pela familia de transportadores
GLUT, que exibe diferencas na cinética de ativacdo, especificidade pelo substrato e
expressao tecido-especifica (Johnson e col., 2012). O GLUT-1 é o principal
transportador de glicose em macréfagos e sua expressdo € aumentada em
macréfagos M1 em relacdo a macrofagos M2 (Freemerman e col.,, 2014). Este
aumento se correlaciona com um intenso fluxo glicolitico presente em macréfagos
M1. Diante disso, comparamos as caracteristicas metabolicas dos diferentes tipos de
macrofagos, M1, M2 e TAMs, analisando a expressao proteica de GLUT-1 e sua
localizagdo na membrana, o consumo de glicose, a secrecdo de lactato, e a
expressao génica da Hexokinase-2.

Observamos que macrofagos polarizados para o perfil M1 apresentaram
caracteristicas glicoliticas: alta expressdo de GLUT-1 (figuras 11A e 11B) e a
localizacdo deste transportador na superficie da membrana (figura 11C). Isto foi
acompanhado foi acompanhado por uma maior captacao de glicose (figura 11D) e
secrecdo de lactato (figura 11E). Além disso, observamos ainda, uma maior
expressao génica da Hexokinase-2 (figura 11F), uma enzima chave da via glicolitica,
nestes macréfagos inflamatérios. Por outro lado, macréfagos polarizados em M2,
apresentaram baixa expressdao de GLUT-1 (figura 11A e 11B) e distribuicéo
citosolica deste transportador (figura 11C). Isto foi acompanhado por uma baixa
captacdo de glicose (figura 11D) e secrecdo de lactato (figura 11E), além de uma
baixa expressdo génica da Hexoquinase-2 (figura 10F). Estes dados demonstram
que, no nosso modelo, macrofagos M1 e M2 se comportam como esperado e
descrito na literatura.

Além disso, observamos que os TAMs, assim como macréfagos M1,
apresentaram uma alta expressédo de GLUT-1 (figura 11A e 11B), estando também,
localizado principalmente na membrana das células (figura 11C). Em adicdo a alta
expressdo de GLUT-1, os TAMs apresentaram também alta absorcdo de glicose
(figura 11D) e alta secrecdo de lactato (figura 11E), em niveis ainda maiores aos
observados em macrofagos M1. Corroborando estes dados, os TAMs, de forma

semelhante aos macréfagos M1, apresentaram aumento da expressao génica de
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Hexokinase-2 (figura 11F), quando comparado a macrofagos M2. Este conjunto de
dados sugerem que os TAMs, diferente dos macréfagos M2, apresentam um intenso

fluxo glicolitico, semelhante ao observado em macroéfagos inflamatorios M1.

Figura 11 - TAMs apresentam alta atividade glicolitica (continua)
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Figura 11 - TAMs apresentam alta atividade glicolitica (concluséo)
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Legenda: Monécitos foram semeados em placas de 96 (2 x 10° células/pogo) ou 24 (106 células/poco)
pocos durante 7 dias para diferenciacdo em macrofagos. Apos este periodo, as células
foram estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e
meio condicionado de MV3 (TAM). ApGs 72h, o extrato celular total das células foi obtido
para analise da expressao proteica de GLUT-1 por Western blotting (A); as células foram
marcadas com anti-GLUT-1 conjugado & Alexa488 e analisadas através do leitor de placas
confocal ImageXpress Ultra (Molecular Devices), sendo (B) a quantificacdo proteica de
GLUT-1 e (C) a imagem representativa da localizag&o celular do GLUT-1; o sobrenadante
das células foi recolhido para dosagem de glicose (D) e lactato (E); O RNA foi extraido para
analise da expressdo génica da Hexoquinase-2 (F). Os graficos representam média +

desvio padréo de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: (A) a actina foi utilizada como controle de carregamento; (B) A quantificacédo € referente a 4
campos adquiridos por poco de cada grupo em duplicata; (F) O nivel de expressédo do
gene HK-2 analisado foi normalizado por GAPDH. Controle MO: macréfago néo
polarizado; *, p < 0,05; **, p £ 0,01; ****, p < 0,0001

Fonte: A autora, 2019.
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3.3 TAMs apresentam alta ativacao da via Akt/mTOR

A sinalizagdo de Akt/mTOR é fundamental para o crescimento e a
sobrevivéncia das células tumorais. A mTOR ativada atua como um sensor de
energia que, com base na disponibilidade de nutrientes, regula processos
metabdlicos como a glicolise, lipogénese, sintese e transcri¢cdo proteica (Laplante &
Sabatini, 2012). Além disso, a ativagdo da mTOR € importante para sustentar o
fendtipo glicolitico de células em proliferacdo e macrofagos M1 (Galvan-Pefa, &
O’Neill, 2015). A serina / treonina quinase Akt € um regulador positivo da mTOR. A
Akt ativa mTOR via fosforilagdo direta e inibicdo do complexo TSC2, um regulador
negativo de mTOR (Hahn-Windgassen e col., 2005). Diante disso, analisamos a
fosforilcacdo da Akt e mTOR nos diferentes subtipos de macrofagos através de
western blotting.

Na figura 12A, corroborando dados da literatura, observamos que macréfagos
M1 apresentam altos niveis de fosforilacdo de mTOR (p-mTOR) quando comparados
aos macréfagos M2. Além disso, observamos que os TAMs apresentam altos niveis
de p-mTOR semelhantes aos encontrados em macréfagos M1. Confirmando estes
dados, observamos que os TAMs apresentam um aumento da fosforilacdo de Akt
(Ser 473) quando comparados aos macréfagos M2 (figura 12B), sugerindo uma
maior ativacdo desta via, possivelmente para manter o intenso fluxo glicolitico

observado nos TAMS.
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Figura 12 - TAMs apresentam alta ativacdo da via Akt/mTOR

B
« | . .
MTOR | S —

0.8+ 1-59 x
P

x i |
[e] 0.6 )] 1.0
= <~
5 S 0.4- g3
c3 <= [
'E o 0.5
& 0.2

0.0 . 0.0 .

M1 M2 TAM M1 M2 TAM

Legenda: Mondcitos foram cultivados em placa de 24 pocos (106 cels/poco) durante 7 dias para
diferenciagdo em macréfagos. Apds esse periodo, as células foram estimuladas com LPS
(1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3
(TAM). Apods 72h, o extrato celular total das células foi obtido para analise da expressao
proteica de mTOR e p-mTOR (A) ou AKT e p-AKT (B) por Western blotting. Os graficos
representam média + desvio padrdo de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: **, p < 0,01.

Fonte: A autora, 2019.
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3.4 TAMs apresentam alta fosforilagéo oxidativa

Em contraste com as caracteristicas metabdlicas dos macréfagos proé-
inflamatdrios M1, o fendtipo M2 dos macrofagos é sustentado por um ciclo de Krebs
intacto e aumento fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Bossche e col.,, 2017 e
Bossche e col., 2016). Para analisar a funcdo mitocondrial, quantificamos as taxas
de consumo de oxigénio (OCR) de macrofagos M1, M2 e TAMs através do Seahorse
XF-24 Analyzer (Seahorse Bioscience).

As caracteristicas da fosforilacdo oxidativa foram calculadas a partir das
alteracdes nas taxas de consumo de oxigénio em resposta a oligomicina, um inibidor
da ATP sintase; ao FCCP, um desacoplador da fosforilagdo oxidativa mitocondrial; e
a rotenona + antimicina A, inibidores do complexo mitocondrial da cadeia respiratéria
| e Il respectivamente, de acordo com a figura 13A.

Na figura 13B, observamos que macrofagos M1 apresentaram baixas taxas
de consumo de oxigénio, desta forma, respondendo muito pouco as injecbes dos
inibidores, em contraste ao que ocorre em macréfagos M2. Ao inibir a ATP sintase
com a oligomicina, o baixo OCR basal (figura 13C) de macrofagos M1 apresentou
uma diminuicdo muito pequena, indicando uma baixa producéo de ATP mitocondrial
por estas células (figura 13E), diferente do que ocorreu em macréfagos M2, os quais
apresentaram um maior decréscimo da curva, em resposta a oligomicina, indicando
uma maior producdo de ATP mitocondrial (figura 13E) por estes macrofagos. Além
disso, ao desacoplar a fosforilacdo oxidativa com o FCCP, macrofagos M2
apresentaram um aumento bastante significativo na OCR (OCR maéaxima) (figura
13D), indicando uma capacidade respiratoria alta. Entretanto, macréfagos M1
apresentaram baixa resposta ao FCCP, indicando baixa OCR méaxima (figura 13D) e
baixa capacidade de respiracdo. Estes dados, corroborando a literatura, indicam que
macréfagos M1 apresentam baixa funcdo mitocondrial, em contraste a macréfagos
M2, que apresentam alta funcado mitocondrial.

Curiosamente, observamos que os TAMs, apesar de apresentarem um fluxo
glicolitico aumentado como macrofagos M1, também foram capazes de realizar a
fosforilacdo oxidativa de forma similar ao fenétipo M2 (fig 13B), apresentando alta

taxa basal (figura 13C) e maxima (figura 13D) de consumo de oxigénio (OCR). Além



disso, observamos que os TAMs, de forma semelhante a macréfagos
apresentaram uma alta produgcao de ATP mitocondrial (figura 13E).

Figura 13 - TAMs apresentam alta fosforilagdo oxidativa (continua)
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Figura 13 - TAMs apresentam alta fosforilagdo oxidativa (conclusao)
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Legenda: Macréfagos (2,5 x 10°) M1, M2 ou TAMs foram plaqueados em placas de cultura XF-24
(Seahorse Bioscience) por 24 horas. Apoés este periodo, as células foram incubadas com
RPMI sem vermelho de fenol por 1 hora e a taxa de consumo de oxigénio (OCR) foi
avaliada no Seahorse Flux Analyzer XF-24 (Seahorse Bioscience) durante 100 minutos,
realizando a injecdo de oligomicina (1 puM) no 20° minuto, de FCCP (0,9 uM) no 40°
minuto, e de um mix contendo rotenona + antimicina A (1 uM) no 80° minuto (B); (C) OCR
basal; (D) OCR maxima; (E) producgdo de ATP. Os graficos C, D e E, representam média +

desvio padrdo de 3 experimentos realizados separadamente.
Nota: As caracterticas da fosforilacdo oxidativa foram calculadas a partir das alteracfes nas taxas de
consumo de oxigénio em resposta a oligomicina (Oligo), FCCP e rotenona + antimicina A

(Rot/Ant). A OCR foi normalizada pela D.O referente a quantidade de células.
Fonte: A autora, 2019.
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3.5 TAMs apresentam baixa captacdo de acidos graxos

Em macréfagos, sinais inflamatérios, incluindo LPS e IFNy, que sao
necessarios para gerar o fendtipo M1, induzem a sintese de acidos graxos,
enquanto que a diferenciacdo de macréfagos M2 envolve a oxidacdo de acidos
graxos (FAO) (Remmerie & Scott, 2018). O receptor scavenger CD36 desempenha
um papel fundamental no fornecimento de lipoproteinas para lisossomos, liberando
acidos graxos e tornando-os disponiveis para B-oxida¢do na mitocondria (Vats e col.,
2006; Huang e col., 2014). Diante disso, como caracteristicas da FAO, analisamos a
expressdo proteica de CD36 e a captacdo exdgena de acidos graxos em
macréfagos M1, M2 e TAMs.

Em nossos dados, observamos que macréfagos M2 possuiram uma maior
expressdo de CD36 (figura 14A e 14B) e uma consequente maior absorcdo de
palmitato (Bodipy FLcis) exdgeno (figura 14C), quando comparado a macréfagos
M1, corroborando dados da literatura. Além disso, observamos que os TAMs
apresentaram baixa expressao do receptor CD36 (figura 14A e figura 14B) e baixa
captacdo de palmitato exégeno (figura 14C), de forma semelhante aos macréfagos
M1. Estes dados sugerem que os TAMs, diferente de macréfagos M2 e semelhante

a macréfagos M1, apresentam baixa absorcao e oxidagdo de acidos graxos.
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Figura 14 - TAMs apresentam baixa captacédo de acidos graxos
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Legenda: Mondcitos foram semeados em placas de 96 pogos preta (2 x 105) durante 7 dias para
diferenciagdo em macréfagos. Apds esse periodo, as células foram estimuladas com LPS
(1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3
(TAM). Apés 72h, as células foram marcadas com anti-CD36 conjugado a Alexa488 e
analisadas através do leitor de placas confocal ImageXpress Ultra (Molecular Devices), e
do software MetaXpress (Molecular Devices), sendo (A) a imagem representativa da
expressédo total de CD36 e (B) a quantificacao proteica de CD36; Bodipy FL. (5 mM) foi
adicionado a cultura de célula por 30 min, apds este tempo, os pocos foram lavados e a
fluorescéncia referente ao Bodipy FLc1¢ absorvido pelas células (C) foi analisada através
de leitor de placa (Envision-Perkin-Elmer®) e normalizada pela D.O referente a quantidade
de células

Nota: A quantificacao (A) é referente a 4 campos adquiridos por pogo de cada grupo em duplicata; *,

p <0,05; **, p<0,01.
Fonte: A autora, 2019.
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3.6 Ainibicdo da via glicolitica altera o fen6tipo M2 dos TAM

A polarizagdo de macréfagos nos fenétipos M1 e M2 é apoiada criticamente
por alteracbes metabdlicas intracelulares. No entanto, os requisitos metabdlicos para
a polarizacdo em TAMs ainda nao foram bem estabelecidos. Até o momento, nossos
resultados sugerem que TAMs apresentam um perfil metabdlico altamente glicolitico,
com alto consumo de glicose e secrecdo de lactato, mas, também apresentando alta
fosforilacdo oxidativa. Diante disso, analisamos a contribuicdo do metabolismo
glicolitico presente nos TAMs para a manutencao do seu perfil fenotipico. Para isso,
as células foram tratadas com 2-DG, um analogo de glicose, que inibe a glicélise
através da competicdo com hexoquinase.

Observamos que o tratamento com 2-DG nao afetou o consumo de glicose
em nenhum perfil de macrofago (figura 15A), embora tenha sido capaz de diminuir a
secrecao de lactato pelos macréfagos M1 e TAMs (figura 15B).

Macrofagos M1 tratados com 2-DG apresentaram diminuicdo da porcentagem
de células CD86" (figura 15C), sugerindo que a glicolise aerdbica é essencial para
manter a polarizagdo M1. Por outro lado, a porcentagem de células CD206" (figura
15D) e CD301" (figura 15E) em macrofagos M1 n3o foi alterada pelo tratamento com
2-DG. J& em macrofagos M2 tratados com 2-DG ndo houve alteracdo das
proporcdes de células CD86" (figura 15C), CD206" (figura 15D) e CD301" (figura
15E). Observamos ainda que a evidente porcentagem de células CD206" e CD301"
em TAMs foi significativamente diminuida, alcancando niveis comparaveis aos
observados nos macrofagos M1, enquanto a porcentagem de células CD86"
permaneceu baixa, sugerindo que a manutencdo do fluxo glicolitico elevado em

TAMSs suporta o seu fendétipo tipo M2.



Figura 15 - A inibic&o da via glicolitica altera o fenétipo M2 dos TAMs (continua)
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Figura 15 - A inibic&o da via glicolitica altera o feno6tipo M2 dos TAM (concluséo)
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Legenda: Mondcitos (2 x 10° células/pogo) foram cultivados em placas de 96 pogos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. ApOs esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e tratadas ou ndo com 2-DG (1 mM). ApGs 72h, o sobrenadante
das células foi coletado para dosagem de glicose (A) e lactato (B); e as células foram
analisadas através de citometria de fluxo utilizando anti-CD86-APC (C), anti-CD206-PE (D)
e anti-CD301-PE (E). Os graficos representam média + desvio padrdo de 4 experimentos
realizados separadamente.

Nota: *, p < 0,05.

Fonte: A autora, 2019.
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3.7 Ainibicado da fosforilagdo oxidativa ndo altera o fenétipo dos TAM

J& esta bem descrito na literatura que macrofagos M1 possuem uma maior
atividade glicolitica, enquanto macréfagos M2 utilizam a fosforilacdo oxidativa para
producdo de ATP (Van Den Bossche e col., 2017). Em nossos resultados, vimos que
os TAMs possuem um aumento de caracteristicas glicoliticas, como o aumento da
expressdo de GLUT-1, do consumo de glicose e secrecdo de lactato, além de serem
capazes de realizar respiracdo mitocondrial. Diante disso, analisamos o0
envolvimento da fosforilacdo oxidativa na manutencéo do perfil dos TAMSs.

Metabolicamente, a fosforilagdo oxidativa pode ser inibida pela diminuicdo do
aporte de oxigénio no ambiente. O oxigénio € critico para a respiracdo celular
aerdbica, uma vez que serve como o0 aceptor final na cadeia de transporte de
elétrons (CTE). Assim, a falta de oxigénio em condicdes hipoxicas inibe a CTE, o
ciclo de Krebs e a fosforilagao oxidativa.

Para avaliar a contribuicdo do metabolismo oxidativo para a polarizagdo TAM,
analisamos o fenotipo dos diferentes subtipos de macrofagos submetidos a
condicBes hipbdxicas. Observamos que macrofagos M2 foram afetados quando
mantidos em baixas concentracbes de oxigénio (0,5% O;), diminuindo a
porcentagem de células CD206" (figura 16A) e aumentando a de células CD86"
(figura 16B). Essa alteracdo do perfil de marcadores M2 é concomitante a um
aumento na producao de lactato, indicando uma mudanca da utilizacdo oxidativa da
glicose para a fermentacao latica (figura 16C). Em contraste, os macréfagos M1
foram capazes de manter as porcentagens de células CD86" (figura 16A) e CD206"
(figura 16B), e producao de lactato (figura 16C) inalteradas sob hipdxia, confirmando
sua independéncia da fosforilagéo oxidativa.

Por sua vez, os TAMs submetidos a hipdxia também foram capazes de
manter a porcentagem de células CD206" (figura 16B) e CD86" (figura 16A), bem
como sua secrecao de lactato aumentada (figura 16C), sugerindo que, apesar dos
TAMs serem capazes de executar a fosforilacdo oxidativa, esta via ndo é essencial

para a manutencao da sua polarizacéo M2.
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Figura 16 - A inibicdo da fosforilac&o oxidativa nao altera o fenétipo dos TAMs
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Legenda: Mondcitos (106 células/pogo) foram cultivados em placas de 24 pogos durante 7 dias para
diferenciagdo em macréfagos. ApoOs esse periodo, as células foram estimuladas com LPS
(1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3
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(TAM) por 72 horas e submetidas ou ndo a hipoxia por 12h em estufa a 37° C. As células
foram analisadas através de citometria de fluxo utilizando anti-CD206-PE (A) e anti-CD86-
APC (B); o sobrenadante das células foi coletato para dosagem lactato (C); os gréficos
representam média + desvio padréo de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: *, p < 0,05.
Fonte: A autora, 2019.
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3.8 Ainibic&do da via das pentoses fosfato ndo altera o fen6tipo dos TAMs

J& estd bem descrito na literatura que macrofagos M1 utilizam a via das
pentoses fosfato no seu metabolismo (Van Den Bossche e col., 2017). Esta via
suporta a sintese de NADPH necessaria para a geracdo de ROS pelo sistema
NADPH oxidase e para geracdo de NO pela INOS (Ganeshan & Chawla, 2014). A
fim de analisar a participagdo desta via no metabolismo dos TAMs, os diferentes
subtipos de macréfagos foram tratados com 6-AN, um inibidor da via das pentoses.
Em seguida, a porcentagem de células positivas para marcadores M2, como CD206
(figura 17A) e CD301 (figura 17B), e marcadores M1 como CD86 (figura 17C) e a
producgéo de ROS (figura 17D) e NO (figura 17E) foram analisadas.

Corroborando dados da literatura que mostram o alto fluxo pela via das
pentoses em macréfagos M1, observamos que a inibicdo desta via leva a diminui¢édo
da porcentagem de células CD86" (figura 17C), e da producédo de ROS (figura 17D) e
de NO (figura 17E) neste subtipo de macréfago. Entretanto, a porcentagem de
células positivas para marcadores M2, como CD206 (figura 17A) e CD301 (figura
17B) permaneceu inalterada. Em contraste ao observado em macrofagos M1, como
esperado, a inibicdo da via das pentoses no subtipo M2, ndo alterou nenhuma de
suas caracteristicas, como a alta porcentagem de células positivas para marcadores
M2 (CD206 e CD301) (figuras 17A e 17B) e a baixa porcentagem de células CD86"
(figura 17C), producdo de ROS (figura 17D) e de NO (figura 17E), caracteristicas
classicas M1.

Alem disso, observamos que, de forma semelhante aos macrofagos M2, a
inibicAo da via das pentoses em TAMs também néo foi capaz de alterar suas
caracteristicas M2, como a alta porcentagem de células CD206" e CD301" (figuras
17A e 17B), a baixa porcentagem de células CD86" (figura 17C) e a baixa producéo
de ROS (figura 17D) e de NO (figura 17E). Esses dados sugerem que TAMSs, assim
como macréfagos M2, ndo dependem do fluxo pela via das pentoses para manter
seu perfil de marcadores, e que apenas os macréfagos M1 sdo dependentes do

fluxo de substrato por essa via.



Figura 17 - A inibicdo da via das pentoses fosfato ndo altera o feno6tipo dos TAMs
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Figura 17 - A inibicdo da via das pentoses fosfato nao altera o fenétipo dos TAMs
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Legenda: Monécitos (2 x 10° células/pocgo) foram cultivadas em placas de 96 pocos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. ApOs esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas. As células foram analisadas através de citometria de fluxo
utilizando anti-CD206-PE (A), anti-CD301-PE (B) e anti-CD86-APC (C), ou marcadas com
luminol (50 puM) para analise da producdo de ROS (D); o sobrenadante das células foi
coletato para dosagem de nitrito por reacéo de Griess (E). Os graficos representam média
+ desvio padrao de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: (D) e (E) foram normalizados pela D.O referente a quantidade de células; *, p < 0,05; **, p <
0,01.

Fonte: A autora, 2019.

3.9 O tratamento com ATL néo altera o metabolismo glicolitico dos TAMs

Estudos anteriores do nosso grupo demonstram que o tratamento com um
analogo de 15-epi-lipoxina (ATL) € capaz de alterar o perfil M2-like dos TAMs em
direcdo a um perfil M1-like com caracteristicas mais citotoxicas, levando as células
tumorais a apoptose (Simdes e col.,, 2017). No entanto, o efeito do ATL sobre o
metabolismo dos TAMs ainda precisa ser elucidado. Diante disso, inicialmente
analisamos o efeito do ATL sobre o perfil glicolitico dos TAMs, analisando
caracteristicas como a absor¢cdo de glicose, secrecdo de lactato, expressao génica
da HK-II, e a expresséo proteica total de GLUT-1.

Observamos que o tratamento com ATL nao teve efeito sobre o consumo de
glicose (figura 18A), a secrecao de lactato (figura 18B), ou sobre a expressao génica
da HK-II (figura 18C) em nenhum subtipo de macréfago analisado. Entretanto, o
tratamento com ATL em TAMs diminuiu a expresséo proteica total de GLUT-1 (figura
18D). Apesar de estatisticamente diferente, a diminuicdo ndo parece significante,
visto que néo foi observado dimuicéo da absorcéo de glicose por essas células.

Este conjunto de dados sugere que o tratamento com o ATL nado é capaz de
alterar o alto metabolismo glicolitico dos TAMs. Além disso, o tratamento com ATL

nao possuiu efeito sobre o0 metabolismo glicolitico de macréfagos M1 e M2.
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Figura 18 - O tratamento com ATL ndo altera o metabolismo glicolitico dos TAMs
(concluséo)
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Legenda: Mondcitos foram cultivados em placas de 96 (2 x 10°) ou 12 (3 x 106) pocos durante 7 dias
para diferenciagcdo em macréfagos. Apos esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e tratados ou ndo com ATL (10 nM). Ap6s 72h, o sobrenadante
das células foi recolhido para dosagem de glicose (A) e lactato (B); o RNA foi extraido para
analise da expressdo génica de HK-II (C); as células foram marcadas com anti-GLUT-1
conjugado a Alexa488 e analisadas através do leitor de placas confocal ImageXpress Ultra
(Molecular Devices), sendo (D) a quantificacdo proteica total de GLUT-1. Os graficos
representam média + desvio padréo de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: (C) O nivel de expresséo do gene HK-II analisado foi normalizado por GAPDH. A quantifica¢@o

(D) é referente a 4 campos adquiridos por po¢o de cada grupo em duplicata **, p < 0,01.
Fonte: A autora, 2019.

3.10 O tratamento com ATL induz a forma monomérica da PKM2 e sua

translocacao para o nucleo

Estudos indicam que a PKMZ2, quando altamente expressa, existe em um
equilibrio entre dimeros (ou monémeros) de piruvato quinase, enzimaticamente
inativos e que podem translocar para o nucleo (Hitosugi e col., 2009), e tetrameros
enzimaticamente ativos que sado retidos no citosol (Mazurek e col., 2005). Ja esta
bem descrito na literatura que, em macrofagos ativados com LPS, a forma
monomeérica e menos enzimaticamente ativa da PKM2 esta mais expressa, sendo
esta translocada para o ndcleo onde regula a atividade transcricional do HIF-1q,
responsavel pela transcricdo de diversos genes proé-inflamatérios. Além disso, a
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diminuicdo da atividade enzimética da PKM2, promove um aumento no fluxo de
intermediarios glicoliticos em direcdo a vias biossintéticas, como a via das pentoses
fosfato, desviando desta forma o piruvato do ciclo de Krebs. Por outro lado, a
inducdo da forma tetramérica € capaz de diminuir o perfil M1 induzido por LPS e
promover caracteristicas tipicas de macréfagos M2, como a inducdo de IL-10
(Palsson-McDermott e col., 2015).

Diante disso, analisamos a expressao da PKM2 sob suas diferentes formas,
através de um ensaio de crosslinking seguido por western blotting, e sua
translocagdo para o nucleo, através de imunocitoquimica, nos diferentes subtipos de
macréfagos, e o efeito do ATL sobre a expresséao e translocacdo desta enzima.

Podemos observar que, em concordancia com a literatura, macrofagos M1
apresentaram maior expressao da PKM2 em sua forma monomérica (figura 19A) e
maior translocacdo desta enzima para o nucleo (figura 19B), enquanto macréfagos
M2 apresentaram uma menor expressdo de mondmeros de PKM2 (figura 19A) e
menor translocacdo nudcleo (figura 19B). Além disso, observamos que, de forma
semelhante aos macréfagos M2, TAMs apresentaram baixa expressdo da PKM2
monomeérica (figura 19A), e sua translocagdo para o ndcleo nessas células foi em
taxas ainda mais baixas (figura 19B).

Observamos ainda que o tratamento com ATL néo teve efeito sobre os niveis
de expressdo da PKM2 monomérica, nem sobre a sua translocagéo para nucleo em
macrofagos M1 e M2. Entretanto, em TAMs, o tratamento com o ATL foi capaz de
induzir a expressdo de mondmeros de PKM2, além de induzir também, a
translocacdo nuclear desta enzima (figuras 19A e 19B). Estes dados sugerem uma
possivel alteracdo na forma como é utilizado o carbono da via glicolitica, podendo

este ser desviado para outras vias, como a via das pentoses fosfato.



Figura 19 - O tratamento com ATL induz a forma monomeérica da PKM2 e sua
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Figura 19 - O tratamento com ATL induz a forma monomérica da PKM2 e sua
translocacao para o nucleo (conclusao)
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Legenda: Mondcitos foram cultivados em placas de 96 pocos preta (2 x 10 células/pogo) ou 24 (10

células/poco) pocos durante 7 dias para diferenciacdo em macrofagos. Apos esse periodo,
as células foram estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40
ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 (TAM) por 72 horas e tratados ou ndo com ATL
(10 nM). Apo6s 72h, as células foram incubadas com DSS (500 pM) por 30 minutos para a
realizacdo do crosslinking, o extrato celular total das células foi obtido para analise da
expressdo proteica de PKM2 (A); as células foram marcadas com anti-PKM2 conjugado a
Alexa488 e sua translocacdo para o nucleo (marcado com hoechst) analisadas através da
captura de imagens pelo leitor de placas confocal ImageXpress Ultra (Molecular Devices), e
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andlise através da utilizacdo de algoritmo pré-determinado para ensaio de translocacéo
nuclear no software MetaXpress (Molecular Devices), sendo a figura (B) a imagem
representativa da expressdo da PKM2 e o gréafico da quantificacdo proteica nuclear de
PKM2. Quadrado maior: PKM2 em vermelho; quadrado menor: ndcleos em cinza. Os
graficos representam média + desvio padréo de 4 experimentos realizados separadamente.
Nota: (A) Blotting representativo contendo grupo CTRL (controle) sem tratamento com DSS e gréfico
guantitativo de 4 experimentos. (B) A quantificacdo é referente a 4 campos adquiridos por
poco de cada grupo em duplicata *, p < 0,05.
Fonte: A autora, 2019.

3.11 O tratamento com ATL né&o altera o metabolismo oxidativo dos TAMs

Como observado anteriormente em nossos resultados, apesar de
apresentarem intenso fluxo glicolitico de forma similar a macréfagos M1, TAMs
apresentam também atividade oxidativa mitocondrial semelhante a macrofagos M2.
Desta forma, analisamos o efeito do ATL sobre a atividade mitocondrial, nos
diferentes subtipos de macrofagos, através da quantificacdo das taxas de consumo
de oxigénio (OCR) pelo Seahorse XF-24 Analyzer (Seahorse Bioscience).

Na figura 20, observamos que o tratamento com ATL em macréfagos M1 foi
capaz de induzir um aumento na funcdo mitocondrial destas células, induzindo a
OCR basal, a producdo de ATP mitocondrial e capacidade respiratéria maxima. De
forma semelhante, porém em maior intensidade, o tratamento com ATL induziu uma
maior atividade mitocondrial em macrofagos M2, aumentando de forma bastante
significativa a capacidade respiratoria destas células. Entretanto, em TAMSs, o
tratamento com ATL néo foi capaz de alterar as taxas de consumo de oxigénio. ISso
sugere que o ATL nédo possui efeito sobre o metabolismo mitocondrial dos TAMSs,
entretanto, o N amostral deste dado precisa ser aumentado e melhor analisado em

futuros experimentos.
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Figura 20 - O tratamento com ATL ndo altera o metabolismo oxidativo dos TAMs
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Legenda: Macrofagos (2,5 x 105) M1, M2 ou TAMSs, tratados ou ndo com ATL (10 nM), foram

plagueados em placas de cultura XF-24 (Seahorse Bioscience) por 24 horas. Apos este
periodo, as células foram incubadas com RPMI sem vermelho de fenol por 1 hora e a taxa
de consumo de oxigénio (OCR) foi avaliada no Seahorse Flux Analyzer XF-24 (Seahorse
Bioscience) durante 100 minutos, realizando a injecao de oligomicina (1 uM) no 20° minuto,
de FCCP (0,9 pM) no 40° minuto, e de um mix contendo rotenona + antimicina A (1 pM) no
80° minuto. O gréfico representa média + desvio padrdo de 3 experimentos realizados
separadamente.

Nota: A OCR foi normalizada pela D.O referente a quantidade de células; oligomicina (Oligo), FCCP

e rotenona + antimicina A (Rot/Ant).

Fonte: A autora, 2019.
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3.12 O tratamento com ATL induz um aumento na captacado de acidos graxos

Como observado anteriormente, diferente de macrofagos M2, os quais
apresentam alta oxidacdo de acidos graxos, TAMs apresentam baixa expressao de
CD36 e consequente baixa captacdo de palmitato exdgeno, sugerindo uma baixa
atividade B-oxidativa nestas células. Diante disso, analisamos o efeito do ATL sobre
a expressao proteica do CD36 e da captacdo de palmitato em TAMs e macrofagos
M1 e M2.

Na figura 21A observamos que o ATL nao foi capaz de alterar a expresséao de
CD36 em nenhum subtipo de macrofago observado. Entretanto, o tratamento com
ATL foi capaz de induzir uma maior captacado de palmitato em TAMs, mas ndo em
M1 ou M2 (figura 21B), sugerindo que o tratamento com este mediador inflamatério

pode alterar o metabolismo oxidativo de acidos graxos nestes macrofagos tumorais.
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Figura 21 - O tratamento com ATL induz um aumento na captacao de acidos graxos
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Legenda: Mondcitos foram semeados em placas 96 pocos preta (2 x 10°) durante 7 dias para
diferenciagdo em macréfagos. Apéds esse periodo, as células foram estimuladas com LPS
(1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3
(TAM) por 72 horas e tratadas com ATL (10 nM). Apds 72h, as células foram marcadas
com anti-CD36 conjugado & Alexa488 e analisadas através do leitor de placas confocal
ImageXpress Ultra (Molecular Devices) e do software MetaXpress (Molecular Devices). (A)
a quantificacdo proteica de CD36; Bodipy FL.s (5 mM) foi adicionado a cultura de célula
por 30 min, apds este tempo, os pocos foram lavados e a fluorescéncia referente ao Bodipy
FLc1s absorvido pelas células (B) foi analisada através de leitor de placa (Envision-Perkin-
Elmer®) e normalizada pela D.O referente a quantidade de células.

Nota: A quantificacao (A) é referente a 4 campos adquiridos por poco de cada grupo em duplicata; *,

p <0,05.
Fonte: A autora, 2019.
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3.13 Ainibicdo da via glicolitica ndo interfere no efeito do ATL sobre os TAMs

Como observado anteriormente, assim como macrofagos M1, TAMs
apresentam intenso fluxo glicolitico, sendo esta via de extrema importancia para a
manutencdo do perfil de marcadores presente nestas células. Com o objetivo de
analisar a importancia desta via no efeito disparado pelo ATL, macréfagos M1, M2 e
TAMs, foram tratados com ATL e 2-DG por 72h, e a porcentagem de células
positivas para marcadores M2, como CD206 e CD301, e marcador M1, como CD86,
foi analisada por citometria de fluxo.

Corroborando dados anteriores do nosso grupo (Simdes e col., 2017),
observamos que o tratamento com ATL nao possuiu efeito sobre o perfil de
marcadores de macrofagos M2. No entanto, o tratamento com ATL foi capaz de
aumentar a porcentagem de células CD206" (figura 22A), e diminuir a porcentagem
de células CD86" (figura 22C), em macréfagos M1. Além disso, a inibicdo da via
glicolitica n&o interferiu no efeito do ATL sobre o perfil de marcadores em
macrofagos M1 (figuras 22A, 22B e 22C).

Corroborando dados anteriores do nosso grupo, observamos também, que o
ATL foi capaz de induzir um switch do perfil M2-like dos TAMs em direcdo a um perfil
M1-like, diminuindo a porcentagem de células CD206" (figura 22A) e CD301" (figura
22B). Entretanto, assim como observado em macréfagos M1, a inibicdo da via
glicolitica ndo interferiu na diminuicdo de marcadores M2, induzida pelo ATL, em
TAMs. Este conjunto de dados sugere que o efeito disparado pelo ATL sobre o perfil
de marcadores em TAMs é similar ao disparado pela inibicdo da via glicolitica em
TAMs.
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Figura 22 - A inibic&o da via glicolitica néo interfere no efeito do ATL sobre os TAMs
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Legenda: Mondcitos (2 x 10° células/poco) foram cultivados em placas de 96 pocos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. Apds esse periodo, as células foram estimuladas com
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LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e tratadas ou ndo com ATL (10 nM) e/ou 2-DG (1 mM). Apés 72h,
as células foram analisadas através de citometria de fluxo utilizando anti-CD206-PE (A),
anti-CD301-PE (B) e anti-CD86-APC (C). Os graficos representam média + desvio padrao
de 4 experimentos realizados separadamente.

Nota: *, p < 0,05.

Fonte: A autora, 2019.

3.14 O efeito do ATL sobre os TAMs é dependente da ativacdo da via das
pentoses fosfato

Como foi visto anteriormente, a inibicdo da via das pentoses com 6-AN nao
altera o perfil fenotipico e funcional dos TAMs, sugerindo que assim como
macréfagos M2, essas células ndo dependem do fluxo pela via das pentoses para
manter seu perfil de marcadores, apenas os macrofagos M1 sdo dependentes da
ativacdo da via das pentoses.

A fim de analisar o efeito do ATL sobre a via das pentoses, os macréfagos
foram pré-tratados com 6-AN seguido pelo tratamento com a lipoxina. Apés isso, 0s
perfis fenotipico e funcional foram analisados, investigando a porcentagem de
células positivas para CD206 (figura 23A) e CD301 (figura 23B), bem como a
producédo de ROS (figura 23C) e NO (figura 23D).

Observamos que o ATL foi capaz de induzir um aumento na porcentagem de
células CD206" (figura 23A), bem como uma diminui¢io na producéo de ROS (figura
23C) e NO (figura 23D), em macrofagos M1. Entretanto, a inibicdo da via das
pentoses ndo inteferiu neste efeito do ATL em macrofagos M1, visto que o
tratamento com 6-AN foi capaz de disparar as mesmas alteracdes nestas células.
Em contraste, em macréfagos M2, o ATL néo possuiu efeito sobre o perfil de
marcadores fenotipicos e funcionais, 0 mesmo ocorreu ao inibir a via das pentoses.

Além disso, em TAMs, o tratamento com ATL diminuiu a porcentagem de
células CD206" (figura 23A) e CD301" (figura 23B), ambos marcadores M2, e foi
capaz de restaurar propriedades citotoxicas, induzindo a producdo de ROS (figura
23C) e NO (figura 23D). De forma interessante, este efeito do ATL, sobre o perfil
fenotipico e funcional dos TAMs, é revertido pelo tratamento com 6-AN (figuras 23A,
23B, 23C e 23D). Estes dados sugerem que o efeito disparado pelo ATL sobre os

TAMs é dependente da via das pentoses.



Figura 23 - O efeito do ATL sobre os TAMs € dependente da ativacdo da via das

pentoses fosfato (continua)

(o)
o
1

o
<

Células CD206" (%)
N E-Y
< <

6-AN
ATL

=]
o
1

o
<

Células CD301* (%)
N E-Y
< <

6-AN

ATL - -+ o+ - -+ o+ - -+

94



95

Figura 23 - O efeito do ATL sobre os TAMs é dependente da ativacdo da via das
pentoses fosfato (concluséo)
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Legenda: Mondcitos (2 x 10° células/poco) foram cultivados em placas de 96 pocos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. Apds esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e pré-tratadas ou ndo com 6-AN (200 pm) por 30 minutos.
Posteriormente, as células foram tratadas ou ndo com ATL (10 nM). Apés 72 horas, as
células foram analisadas através de citometria de fluxo utilizando anti-CD206-PE (A) e anti-
CD301-PE (B); ou marcadas com luminol (50 uM) para andlise da producao de ROS (C); o
sobrenadante das células foi coletado para dosagem de nitrito por reacdo de Griess (D).
Os gréficos representam média = desvio padrdo de 4 experimentos realizados
separadamente.

Nota: (C) e (D) normalizados pela D.O referente a quantidade de células *, p < 0,05; **, p < 0,01.

Fonte: A autora, 2019.
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3.15 A ativacdo da via das pentoses induzida pelo ATL em TAMs é capaz de
restaurar suas propriedades citotoxicas e levar a morte de células
tumorais

Como observamos no resultado anterior, a restauracdo de propriedades
citotdxicas, como a producdo de ROS e NO, induzida pelo tratamento com ATL em
TAMs, é dependente da ativagdo da via as pentoses fosfato. Esta é uma das
principais vias que geram NADPH, importante cofator pra producdo de NO pela
INOS e ROS pela NADPH oxidase.

Em dados anteriores do nosso grupo (Simdes e col., 2017), foi observado que
a inducdo da producdo de ROS e NO pelos TAMs, disparada pelo tratamento com
ATL, levam a inducdo de apoptose em células tumorais MV3. Desta forma,
analisamos a importancia da via das pentoses neste efeito citotdéxico, disparado pelo
tratamento com ATL em TAMS.

Na figura 24, -corroborando dados anteriores, observamos que a
sobrevivéncia de células tumorais MV3 foi diminuida, quando co-cultivadas por 24
horas com TAMs tratados com ATL, em relacdo as células MV3 co-cultivadas com
TAMs néo tratados com ATL. Entretanto, a diminuicdo da sobrevivéncia de células
tumorais MV3, induzida pela co-cultura com TAMs tratados com ATL, foi inibida
guando co-cultivada com TAMs tratados com ATL e 6-AN. Esse dado sugere que a
inibicdo da via das pentoses, em TAMs, impede a restauracdo das propriedades

citotdxicas induzida pelo ATL, impedindo a indugédo da morte das células tumorais.
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Figura 24 - A ativacao da via das pentoses induzida pelo ATL em TAMs € capaz de
restaurar suas propriedades citotoxicas e levar a morte de células
tumorais
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Legenda: Mondcitos (5 x 10* células/poco) foram semeados em placas de 96 pocos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. Apos esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e pré-tratadas ou ndo com 6-AN (200 pM) por 30 minutos.
Posteriormente, as células foram tratadas ou ndo com ATL (10 nM). Apés 72 horas, 0s
pocos foram lavados com meio RPMI para retirada do ATL e do inibidor, e foram
posteriormente co-cultivados com células MV3 (2:1) marcadas com CMFDA. Apé6s 24
horas, os pocos foram lavados para retirada de células mortas e a porcentagem de
sobrevivéncia da MV3 foi calculada através da fluorescéncia de CMFDA obtida por leitor de
placa (Envision — Perkin-Elmer). O gréafico representa média + desvio padrdo de 3
experimentos realizados separadamente.

Nota: A linha tracejada corresponde a células MV3 cultivadas na auséncia de macréfagos; **, p <
0,01.

Fonte: A autora, 2019.
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3.16 A restauracdo da citotoxidade induzida pelo ATL nos TAMs ¢é
independente da quebra do citrato citosélico

Em um estudo recente, Liu e colaboradores demonstraram que a estimulacéo
de macrofagos associados ao tumor com CpG é capaz de estimular a atividade
antitumoral dessas células (Liu e cols, 2019). Esse efeito é bastante semelhante ao
efeito da lipoxina, recentemente descrito pelo nosso grupo (Simdes e col., 2017). O
efeito do CpG reportado por Liu e colaboradores depende de um switch metabdlico
envolvendo a ativacdo da enzima ATP-citrato liase (ACLY) (Liu e col., 2019). Nesse
sentido, decidimos analisar a participacdo da ACLY nos efeitos da lipoxina sobre
TAMs.

Além disso, em macrofagos M1, as principais fontes de NADPH séo: a parte
oxidativa da via das pentoses, e a conversao citosolica de malato em piruvato, pela
enzima malica. A ACLY possui um importante papel nesta via, visto que € a
responsavel por converter o citrato citosélico em oxalacetato e Acetil-CoA.
Posteriormente, o oxalacetato € convertido em malato (Willians & O’Neill, 2018).
Como descrito anteriormente, o NADPH é importante para a produgéo de ROS e NO
nestes macrofagos.

Diante disso, para analisar a participacdo desta via na producdo de NO e
posterior citotoxidade dos TAMs contra células tumorais, utilizamos o inibidor da
ATP-citrato liase (ACLY), o SB204990. Observamos, na figura 25A, que a inibicédo
desta enzima nédo foi capaz de alterar a producdo de NO induzida pelo ATL em
TAMs, sugerindo que o NO produzido em resposta ao tratamento com ATL, €
dependente apenas do NADPH proveniente da via das pentoses fosfato.

Corroborando este dado, observamos que a sobrevivéncia de células
tumorais MV3 foi diminuida, em relacdo ao controle (MV3 cultivada sozinha), quando
co-cultivadas por 24 horas com TAMs tratados com ATL, entretanto, o tratamento
dos TAMs com ATL e o inibidor da ACLY, né&o foi capaz de alterar significativamente
a sobrevivéncia de células tumorais MV3 (figura 25B). Em conjunto, estes dados
sugerem que apenas a via das pentoses € responsavel pela restauracdo de

propriedades antitumorais, induzida pelo ATL, em TAMs.
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Figura 25 — A restauracao da citotoxidade induzida pelo ATL nos TAMs é
independente da quebra do citrato citosolico
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Legenda: Monécitos (5 x 10* células/poco) foram semeados em placas de 96 pogos durante 7 dias
para diferenciacdo em macréfagos. Apos esse periodo, as células foram estimuladas com
LPS (1 pg/mL) + IFN -y (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de
MV3 (TAM) por 72 horas e pré-tratadas ou nao com SB204990 (5 uM) por 30 minutos.
Posteriormente, as células foram tratadas ou ndo com ATL (10 nM). Apds 72 horas, 0s
pocos foram lavados com meio RPMI para retirada do ATL e do inibidor, e foram
posteriormente co-cultivados com células MV3 (2:1) marcadas com CMFDA. Apé6s 24
horas, os pocos foram lavados para retirada de células mortas e a porcentagem de
sobrevivéncia da MV3 foi calculada através da fluorescéncia de CMFDA obtida por leitor de
placa (Envision — Perkin-Elmer). O gréfico representa média + desvio padréo de 3
experimentos realizados separadamente.

Nota: (A) foi normalizado pela D.O referente a quantidade de célula; (B) a linha tracejada corresponde
a células MV3 cultivadas na auséncia de macroéfagos; * p < 0,05; **, p < 0,01.

Fonte: A autora, 2019.
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4. DISCUSSAO

Esta bem descrito que os diferentes fendtipos de macrofagos apresentam
perfis metabolicos distintos que correspondem claramente ao reflexo de suas agoes.
Como exemplo, os macrofagos M1 desempenham um importante papel na primeira
linha de defesa contra infeccbes bacterianas e sdo conhecidos por obter energia
através da glicélise. Em contraste, macréfagos M2 estdo envolvidos na reparacao
tecidual e na cicatrizacdo, e utilizam o metabolismo oxidativo para abastecer suas
funcdes a longo prazo (Galvan-Pefia & O’Neill, 2015).

Macrofagos presentes no microambiente tumoral (TAMS) séo originados de
monaocitos inflamatorios, que adquirem caracteristicas de macrofagos M2 quando
atingem o microambiente tumoral (Bingle e col., 2002). Evidéncias mostram que 0s
TAMs compartilham caracteristicas tanto com macréfagos M1 quanto com M2, o que
pode refletir alguns aspectos especificos do tipo de tumor e sua evolucdo, bem
como sua localizacdo no tecido tumoral.

Diante disso, neste estudo, tivemos como um dos objetivos principais elucidar
as vias e requerimentos metabdlicos ativos nos TAMs. Neste trabalho, observamos
que os TAMs, apesar de apresentarem caracteristicas fenotipicas semelhantes aos
macrofagos M2, sdo metabolicamente distintos dessas células, apresentando um
perfil metabdlico mais glicolitico de maneira semelhante aos macréfagos M1. Nossos
dados mostram que os TAMs aumentam a expressao e translocacdo de GLUT-1
para a membrana celular, seguido por alta expresséo génica de HK-2, alta captacao
de glicose, maior fermentacdo lactica e ativacdo de vias associadas a estas
alteracbes metabolicas, como a via mTOR / Akt, importantes para manter o fluxo
glicolitico. Estes resultados corroboram relatos anteriores mostrando que tanto os
TAMs, derivados de uma co-cultura com células de carcinoma de tireoide né&o
medular (Arts e col., 2016) e derivados do estimulo com meio condicionado de
células de adenocarcinoma pancreatico (Penny, e col., 2016), quanto os macréfagos
M1 (LPS + IFN-y) (Palsson-McDermott e col., 2015; Rodriguez-Prados e col., 2010;
Van den Bossche, 2017) séo altamente glicoliticos, enquanto macrofagos M2 (IL-4)
sdo menos glicoliticos e mais oxidativos (Van den Bossche, 2017; Haschemi e col.,
2015).
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Curiosamente, nossos resultados mostram que TAMs também apresentam
uma alta fosforilacdo oxidativa, sendo capazes de produzir grandes quantidades de
ATP, importantes para manter suas funcdes pro-tumorais no microambiente tumoral.
Este dado contrasta com o descrito por Penny e colaboradores em 2016, onde os
TAMs derivados do estimulo com meio condicionado de células de adenocarcinoma
pancreatico apresentaram baixa capacidade respiratoria, sugerindo uma diferenca
metabdlica entre os macrofagos derivados de diferentes tumores.

Parte da glicose consumida pelos TAMs é usada para produzir lactato, que
pode ser secretado ou oxidado a piruvato e depois acetil-CoA (A-CoA), direcionado
ao ciclo de Krebs para abastecer a fosforilacdo oxidativa e utilizado diretamente
como combustivel. Diante disso, sugerimos que o0s substratos para a fosforilacdo
oxidativa venham preferencialmente da oxidacdo de glicose, jA que nossos dados
demonstram que TAMs apresentam baixa expressdo de CD36 e baixa captacao de
acidos graxos, sugerindo que a FAO esta diminuida nos TAMs. No entanto, esse
comportamento metabdlico provavelmente ocorre porque os TAMs estavam
cultivados em um ambiente com concentrac6es normais de oxigénio. Sob condicbes
de hipoxia, a proteina REDD1 (“regulada no desenvolvimento e na resposta ao dano
no DNA 17) é induzida, inibindo a atividade do mTOR e levando a uma redugéo na
captacdo de glicose. Isto resultara em uma maior disponibilidade de glicose para as
células endoteliais vizinhas, que, quando glicoliticas, apresentam um fendtipo
hiperativo (Wenes e col., 2016).

Em 1927, Otto Warburg descreveu que as células tumorais dependem
metabolicamente do aumento da glicélise, seguida pela sua fermentacdo em acido
latico. Esses processos ocorrem mesmo em condicdes de normodxia com
disponibilidade de oxigénio, um processo chamado de glicélise aerdbica. Durante a
carcinogénese, a reprogramacao metabdlica das células tumorais modifica os fluxos
metabdlicos, alterando assim, o ciclo de Krebs e aumentando a glicolise. Nas células
tumorais, este fluxo de carbono glicolitico aumentado leva & producdo de grandes
guantidades de &cido latico (Romero-Garcia e col.,, 2016). As células tumorais
produzem e secretam até 40 vezes mais acido latico para microambiente
extracelular do que as células normais, o que leva a reducdo do pH extracelular para
6,0-6,5 (Xie e col., 2014). Diversos estudos demonstram que a acidose leva a perda
da funcéo de linfocitos T infiltrantes em tumores humanos e murinos, 0 que pode ser

restaurado tamponando o pH a valores fisiologicos (Choi e col., 2013). A acidose
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latica é capaz de induzir também a producdo de metaloproteinase-9 (MMP-9) em
melanoma murino (Kato, e col., 1992) e expressédo de IL-8 em adenocarcinoma
pancreatico (Shi, e col., 2000) e células de carcinoma do ovario (Xu e col., 2000).
Além disso, o lactato € capaz de estimular diretamente a angiogénese, através da
producdo de VEGF-A em células de glioma e glioblastoma, e a ativagdo da via de
sinalizacdo do VEGF/VEGFR2 (Porporato e col., 2012). Adicionalmente, o lactato
pode ainda, desencadear a fosforilagdo e degradacdo do I|kBa em células
endoteliais, estimulando a via NF-kB/IL-8, que impulsiona a migracdo celular e
formacdo de tubulos, importante etapa da angiogénese e posterior metastase
tumoral (Vegran, e col., 2011).

Além disso, o lactato é fundamental para o processo simbidtico entre células
tumorais. Células que crescem sob condicdes hipdxicas aumentam o fluxo glicolitico
e a producdo de lactato, que é entdo secretado via MCT4 (do inglés
monocarboxylate transporter 4). Enquanto as células tumorais que crescem sob
condicBes aerdbicas, absorvem o lactato através do MCTL1. Este lactato é entéo
convertido em piruvato pela LDH-B, o piruvato € convertido a acetil-CoA, entra no
ciclo de Krebs e seus produtos podem ser utilizados pela fosforilacdo oxidativa para
a producéo de energia (Romero-Garcia e col., 2016).

Nossos resultados sugerem que os TAMs podem também ser uma fonte de
lactato dentro do microambiente tumoral. A hipétese do “Efeito Warburg Reverso”
postula que o metabolismo glicolitico dos fibroblastos associados ao cancer (CAF)
serve como uma fonte de lactato e piruvato abastecendo o ciclo de Krebs e a
fosforilacdo oxidativa das células tumorais, resultando na producdo de ATP e
aumento da capacidade proliferativa tumoral (Kato e col., 1992). Desta forma, assim
como os CAFs, sugerimos que os TAMs podem aumentar a secre¢ao de lactato com
0 mesmo proposito, acidificando o microambiente tumoral, induzindo sinais pro-
angiogénicos e imunossupressores, além de servir como combustivel para células
tumorais, sustentando o poder pré-tumoral destes macréfagos e criando uma
simbiose metabdlica com as células tumorais.

Corroborando as caracteristicas (glicoliticas observadas em TAMSs,
observamos um aumento da fosforilagdo da Akt (S473), quando comparado aos
macrofagos M2, e em concordancia com este dado, observamos que este
aumento € acompanhado de uma maior fosforilacdo e consequente ativacdo da

MTOR. A mTOR €é um importante sensor de nutriente/energia que acopla a
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disponibilidade de nutrientes a regulacédo de processos metabdlicos downstream,
como a sintese proteica, glicélise e lipogénese (Howell & Manning, 2011). A
MTOR, uma serina/treonina quinase, pertence a um complexo sensivel a
rapamicina chamado mTORC1 que é regulado negativamente pelo complexo
TSC1/TSC2. Este complexo, uma vez silenciado, leva a ativagdo constitutiva da
MTORC1 (Huang & Manning, 2009). Apesar dos poucos estudos sobre o papel do
MTOR na regulacdo da ativacdo de macrofagos, € conhecido que macréfagos M1
apresentam uma hiperativacdo da mTORCL1. A ativacdo da PI3K leva ao aumento
da mTORC2, que, por sua vez, fosforila a Akt no residuo S473, ativando e
promovendo sua localizagdo na membrana. A ativagdo de Akt leva a inibigcdo do
complexo TSC1/TSC2, promovendo a ativacdo da mTORCL1 (Byles e col., 2013).
Esta alta fosforilacdo da via Akt/mTOR observada nos TAMs, além de corroborar o
alto fluxo glicolitico, pode sugerir também, uma maior ativacdo de proteinas
relacionadas a sintese de &cidos graxos.

Apesar dos TAMs também apresentarem alta fungdo mitocondrial, nossos
dados indicam que a manutencdo da expressao de marcadores M2 em TAMs é
independente de oxigénio e, provavelmente, da fosforilagdo oxidativa, de maneira
diferente do que ocorre em outros subtipos de macréfagos M2. A expressado dos
marcadores M2 pelos TAMs parece depender realmente do aumento do fluxo
glicolitico. Nossos dados corroboram relatos anteriores mostrando que o0s
macrofagos M1 exercem o efeito Warburg, produzindo lactato independentemente
do suprimento de oxigénio, enquanto M2 sao mais oxidativos, utilizando glicolise
para alimentar a cadeia respiratdria e produzir lactato apenas na auséncia de
oxigénio. Aléem disso, os TAMs também realizam o efeito Warburg, secretando
altas quantidades de lactato independente da presenca de oxigénio. Esta bem
descrito que o lactato induz a polarizacdo de TAMs, caracterizada pela expressao
de marcadores do tipo M2 e pela inducéo da expressao de Vegf (Colegio e col.,
2014; Mu e col., 2018). Desta forma, o lactato secretado pelos TAMs, além de
acidificar o ambiente e servir de combustivel para as células tumorais, como
mencionado anteriormente, é importante para manter o perfil pro-tumoral dos
macrofagos presentes nesse microambiente. A inducdo e manutencao desse perfil
em TAMs ocorre nos estagios iniciais, com menor concentragdo de oxigénio, e nas

fases posteriores, com maiores niveis de oxigénio. Dessa forma, sugerimos que o
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lactato seja um efetor principal da modificacdo do perfil de TAMs, ja que seus
niveis ndo sédo alterados pela quantidade de oxigénio disponivel.

Confirmando estes dados, observamos que a manutencdo do perfil
fenotipico dos TAMs depende da via glicolitica, como comprovado pela diminuicéo
da porcentagem de células CD206" e CD301", apds inibicdo desta via metabdlica
com 2-DG. Entretanto, o uso do 2-DG nao altera a porcentagem de células
CD86", um marcador M1, nos TAMs, sugerindo que a inibicdo do fluxo glicolitico
em TAMs modifica o perfil M2-like. O inverso ocorre com macrofagos M1, onde a
inibicdo da via glicolitica nessas células ndo altera a porcentagem de células
CD206" nem CD301", mas diminui a de CD86". A diminui¢do da porcentagem de
CD206" e CD301" em TAMs pode ser devido ao fato de que, na presenca de 2-DG,
a glicose ndo é metabolizada pela hexoquinase, levando a uma menor secrecdo de
lactato no meio.

Além do lactato, foi descrito por Jha e colaboradores a importancia de outras
vias que dependem de glicose para a ativacdo M2. A producdo de UDP-GIcNAC
pela via biosintética das hexosaminas, depende de niveis intracelulares de glicose,
glutamina, acetil-CoA e de UDP. Foi visto que a inibicdo da N-glicosilagdo, uma via
que requer UDP-GICNAC como doadora de acgucar, foi capaz de inibir a ativacao M2
(medida pela expressdo de Relma, CD206 e CD301) (Jha e col., 2015). Isto pode
refletir o requisito de N-glicosilacdo para o correto enovelamento e trafego de
proteinas, como Relma, CD206 e CD301, que sdo destinadas a secrecdo ou
exportacdo para a superficie celular. Desta forma, a diminuicdo da porcentagem de
CD206" e CD301" observada em TAMs tratados com o inibidor da via glicolitica,
pode ser devido também a uma menor disponibilidade de frutose-6-fosfato derivado
da glicose, intermediario que alimenta a via das hexosaminas para a biossintese de
UDP-GIcNAcC.

O aumento do metabolismo glicolitico em macrofagos M1 ndo sé produz ATP
como energia para sustentar suas funcfes secretoras e fagociticas, mas também
alimenta a via das pentoses fosfato (Van Den Bossche e col.,, 2017). A via das
pentoses é uma ramificacdo da via glicolitica, pois utiliza a glicose-6-fosfato
proveniente do inicio da glicolise. Juntas, estas vias suportam as respostas
inflamatorias de macréfagos M1, gerando aminoacidos para sintese de proteinas,
ribose para nucleotideos além de NADPH para a producdo de ROS pela NADPH
oxidase e NO pela INOS (Nagy & Haschemi, 2015). Ao inibir a via das pentoses dos
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diferentes perfis de macrofagos, observamos que apenas os macrofagos M1
diminuem a porcentagem de células CD86" e a producdo de ROS e NO, marcadores
classicos M1. Estes dados sugerem que, assim como 0os macrofagos M2, os TAMSs,
apesar de apresentarem um intenso fluxo glicolitico, ndo apresentam fluxo na via
das pentoses, 0 que pode explicar a baixa producédo de ROS e NO observada
nessas ceélulas.

Além das quinases HK (hexoquinase) e PFK (fosfofrutoquinase),
responsaveis por controlar a utilizacdo da glicose de acordo com as exigéncias
celulares, foi mais recentemente descrita a CARKL, uma sedoheptulase quinase,
responsavel pela conversdo de sedoheptulase em sedoheptulase-7-fosfato (S7P),
equilibrando os intermediarios G3P e S7P da glicolise e da PPP nao oxidativa,
limitando desta forma a PPP (Haschemi e col., 2012). Haschemi e colaboradores,
demonstraram que a PPP suprimida em macréfagos M2, era consequéncia da
expressdo de CARKL por essas células. Os autores demonstraram que a perda de
CARKL simulava o aumento da taxa de acidificacdo extracelular (ECAR) e a
diminuicdo na taxa de consumo de oxigénio (OCR) observada na estimulacdo com
LPS, enquanto a superexpressdo desta sedoheptulase quinase, atenuava o efeito do
LPS sobre a ECAR e a OCR. Portanto, a regulacdo negativa de CARKL parece ser
importante para o redirecionamento da glicose, do metabolismo aerdbio para a
glicolise e a PPP, que € observada em macréfagos M1 (Haschemi e col., 2012).
Entretanto, em TAMs a regulacdo dessa sedoheptulase quinase ainda nado foi
descrita. Com base nos resultados obtidos neste trabalho, onde observamos que os
TAMs, assim como macrofagos M2, ndo apresentam um fluxo de carbono através da
PPP, e esta via ndo parece possuir importancia para a ativacdo do seu perfil,
sugerimos que, nestes macrofagos tumorais, exista a regulacdo da PPP, porém nédo
a mesma encontrada em macrofagos M1 e M2, como a CARKL, visto que os TAMs
apresentam fluxo glicolitico e fosforilagdo oxidativa funcionando de maneira
concomitante.

Além do aumento do fluxo glicolitico e atividade da via das pentoses, o ciclo
de Krebs interrompido também é uma importante caracteristica de macréfagos pro-
inflamatérios M1 (O’Neill, 2016). A interrupcdo em duas etapas do ciclo de Krebs
gera o acumulo de succinato e citrato em macréfagos M1 (Michelucci e col., 2013;
Tannabhill e col., 2013). O citrato acumulado pode ser redirecionado a itaconato pela

enzima codificada pelo gene imuno responsivo 1 (Irgl), que € capaz de inibir a SDH
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(succinato desidrogenase), uma enzima que faz parte da cadeia de transporte de
elétrons (ClI), inibindo desta forma a fosforilacdo oxidativa (Tannahill e col., 2013).
Além do citrato, o NO derivado da iNOS também é capaz de inibir a fosforilacédo
oxidativa em macréfagos M1 (Jha e col., 2015). Entretanto, j& € bem descrito que
TAMs apresentam um aumento da atividade da arginase-1, enzima que compete
pelo mesmo substrato que a iINOS, gerando niveis de NO muito mais baixos que
macrofagos M1. Este fato poderia explicar o aumento da fosforilacdo oxidativa
observada em TAMs mesmo com 0 aumento da via glicolitica, sugerindo que estes
macrofagos tumorais apresentam caracteristicas metabdlicas semelhante aos
macréfagos M1, mas diferem em alguns outros pontos do metabolismo, sendo
necessario um estudo mais aprofundado de cada via metabdlica.

A evidente relacdo entre células envolvidas na resposta inflamatéria e o
desenvolvimento tumoral sugere que mediadores com propriedades pro-resolutivas
possam modular e controlar a progresséao tumoral. Algumas vertentes apontam que
tumores seriam respostas inflamatorias que nunca sao resolvidas (Coussens &
Werb, 2002). Dessa forma, a lipoxina (LXs), um importante mediador pro-resolutivo,
constitui um potencial alvo para o tratamento do cancer. Em trabalhos anteriores,
nosso grupo demonstrou que a lipoxina apresenta efeitos anti-inflamatérios e pro-
resolutivos em mondcitos e em células endoteliais (Simdes e col.,, 2010 &
Nascimento-Silva e col., 2005). Em células mononucleares, as LXs exibem
atividades estimulatérias bastante especificas, inibindo a apoptose, além de
estimular a migracdo e adesao, porém sem ativar caracteristicas téxicas (Maddox &
Serhan, 1996, Simdes e col., 2010). Dados mais recentes do nosSso grupo mostram
que o lipoxina A, induz a alteragdo fenotipica nos TAMs derivados de tumores
humanos para um perfil M1-like, com alta atividade citotoxica, resultando na
apoptose das células tumorais in vivo e in vitro (Simdes e col., 2017).

Neste presente estudo, analisamos o efeito da 15-epi-LXA; no metabolismo
dos TAMs. Confirmamos que, assim como em trabalhos anteriores do grupo, a
lipoxina é capaz de diminuir a porcentagem de células positivas para marcadores
M2, como CD206 e CD301, porém néo altera a porcentagem de células CD86", um
marcador M1 (Simdes e col., 2017). Além disso, a inibicdo da via glicolitica também
reduz a expressdo de marcadores M2 em TAMs. Interessantemente, a inibicdo da
via glicolitica ndo interfere no efeito da lipoxina sobre os TAMs. Dessa forma,

demonstramos que a inibicdo desta via apresenta o0 mesmo efeito observado pelo
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ATL sobre o perfil de marcadores dessas ceélulas. Além disso, observamos que o
tratamento com lipoxina n&o altera o consumo de glicose, a expressao génica de
HK-2 e a secrecao de lactato pelos TAMs, confirmando que a lipoxina ndo exerce
seu efeito através da modulacéo da via glicolitica nos TAMs.

Wenes e colaboradores demonstraram que, em condi¢cdes hipoxicas, o0s
TAMs regulam positivamente a proteina REDD1, inibindo a glicélise através da
downmodulacdo da mTOR, levando a um aumento da resposta angiogénica. Em
contraste, os TAMs deficientes em REDD1 séo capazes de competir com células
endoteliais vizinhas pela glicose, através da ativagdo da mTOR, diminuindo a
hiperativacdo dessas células e levando a normalizacdo da estrutura vascular, e
menos metastases (Wenes e col., 2016). Os dados deste grupo sugerem que O
efeito favoravel de medicamentos utilizados no tratamento de tumores malignos,
como inibidores de mTOR, poderia ser dificultado por seus efeitos no metabolismo
dos TAMs através de mudancas subsequentes em seu fendtipo funcional. Diante
disso, o efeito da lipoxina sobre o perfil fenotipico e funcional dos TAMs sem inducéo
de alteracbes no metabolismo glicolitico destas células, € um fato bastante
interessante, e evidencia ainda mais o potencial terapéutico do ATL.

Em macréfagos M2, a oxidacdo de &cidos graxos (FAO) suporta o
metabolismo oxidativo mitocondrial. O receptor scavenger CD36 desempenha um
papel fundamental no fornecimento de lipoproteinas para os lisossomos, liberando
acidos graxos, os tornando disponiveis para B-oxidacdo na mitocéndria (Vats e col,
2006; Huang e col., 2014). Entretanto, apesar dos TAMs compartilharem algumas
caracteristicas metabdlicas com macrofagos M2, como a alta fungdo mitocondrial,
estes tipos de macréfagos parecem diferir no uso de acidos graxos exégenos. TAMs
apresentam baixa captacdo de palmitato exdgeno de maneira inversa ao encontrado
em macréfagos M2. Em nossos resultados, a lipoxina ndo foi capaz de alterar a
fosforilacdo oxidativa observada nos TAMs. No entanto, o tratamento com este
mediador inflamatério levou a um aumento da captacdo de acidos graxos nesses
macrofagos tumorais. Dessa forma, sugerimos que o tratamento com a lipoxina pode
alterar a fonte de utilizacdo desses acidos graxos pelos TAMs, inibindo a sintese de
acidos graxos que estaria abastecendo a FAO em um ciclo energeticamente futil e
induzindo a captacdo exdgena de 4cidos graxos. Dessa forma, a captacédo de acidos

graxos exogenos e sua B-oxidacdo mitocondrial serve como combustivel para o
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funcionamento do ciclo de Krebs, gerando NADH e FADH, para a fosforilacéo
oxidativa.

Outra possivel explicacdo para a manutencdo do ciclo de Krebs apds o
tratamento com a lipoxina seria o redirecionamento do metabolismo da glutamina
nestas células. Em TAMs, é possivel que a maior parte da glutamina captada seja
direcionada pela via das hexosaminas para producédo de UDP-GIcNAc. Nesta via, a
glicose-6-fosfato é convertida em frutose-6-fosfato, que ndo € utilizada pela PFK
como na glicdlise e, em vez disso, reage com a glutamina amino-doadora formando
glucosamina-6-fosfato. O produto final desta via, a UDP-GICNAc, tem um importante
papel em modificacdes pds translacionais de proteinas relacionadas ao perfil M2 dos
TAMs, como o0s receptores CD206 e CD301, como ja mencionado anteriormente.
Como observamos uma diminuicdo desses receptores na superficie celular de TAMs
tratados com ATL, é possivel que esta via seja inibida e, que a glutamina sirva
entdo, como um refil anaplerdtico do ciclo de Krebs nestas células.

Como mencionado anteriormente, macrofagos M1 apresentam um acumulo
de citrato, devido as quebras no ciclo de Krebs (O’Neill, 2015), e aumento da
expressdo génica e proteica do CIC (carreador de citrato mitocondrial). Este
carreador exporta o citrato da mitocondria (Infantino e col., 2011). Uma vez no
citosol, o citrato pode ser utilizado pela de novo lipogénese. Este processo envolve a
participacdo da ACLY (ATP- citrato liase), que quebra o citrato citosélico em acetil-
CoA e oxalacetato. Este, é convertido em malato pela malato desidrogenase,
podendo retornar ao ciclo de Krebs, ou ser metabolizado em piruvato pela enzima
malica em uma reacdo que gera NADPH. Este NADPH, assim como o gerado pela
PPP, pode ser utilizado para a sintese de ROS e NO nesses macroéfagos (Infantino e
col., 2013). Em adig&o a isso, em um recente estudo, foi visto que a inibicdo da ATP-
citrato liase (ACLY), foi capaz de anular a atividade fagocitaria antitumoral de
macrofagos estimulados com CpG, um composto capaz de ativar propriedades
antitumorais em macroéfagos (Liu e col., 2019). Entretanto, em nosso modelo, onde o
ATL é capaz de induzir propriedades antitumorais e um perfil M1-like em TAMs, a
inibicdo da ACLY, ndo pareceu alterar estes efeitos. Nao sendo capaz de anular o
efeito antitumoral, nem a producéo de NO, disparado pela lipoxina em TAMs. Estes
dados sugerem que o NO e ROS, induzidos pela lipoxina nessas células, ndo sao
dependentes do NADPH proveniente (de forma indireta) do citrato.
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Entretanto, demonstramos no presente trabalho que a inibicdo da via das
pentoses em TAMs anula o efeito antitumoral disparado pela lipoxina, impedindo a
restauracdo da producdo de ROS e NO. Além disso, a inibicdo da via das pentoses
€ capaz de afetar o switch fenotipico induzido pelo ATL em TAMSs, impedindo a
diminuicdo da porcentagem de marcadores M2, como CD206 e CD301. Acreditamos
gue a lipoxina age induzindo a via das pentoses em TAMs, redirecionando o fluxo de
carbono da via das hexosaminas para a via das pentoses, diminuindo a expressao
de marcadores M2 dependentes da N-glicosilacdo, a qual utiliza como substrato o
UDP-GIcNAc gerado pela via das hexosaminas, e aumentando marcadores M1,
dependentes da via das pentoses.

Corroborando esta ideia, nossos dados mostram um aumento da expressao
da forma monomérica da PKM2, a forma menos enzimaticamente ativa desta
piruvato quinase. Desta forma, sugerimos que a diminui¢cdo da atividade enzimatica
da PKM2 promove um aumento no fluxo de intermediérios glicoliticos em direcdo a
via das pentoses fosfato.

Além disso, em alguns tipos celulares, foi observado que o AMP ciclico (c-
AMP) é capaz de regular negativamente a atividade de G6PDH, a primeira enzima
da PPP. O c-AMP pode ativar a proteina quinase A (PKA), que fosforila diretamente
a G6PDH nos residuos de serina e treonina inibindo a atividade desta enzima
(Leopold e col., 2007; Zhang e col., 2000). Em um outro estudo, foi observado que a
exposicao de macrofagos a lipoxina A4 foi capaz de atenuar, de forma consistente, a
ativacdo de PKA induzida pela adicdo de PGE2 (prostaglandina E2) exdgena
(Godson e col.,, 2000). Diante disso, podemos sugerir que: os TAMs podem
apresentar um baixo fluxo através da PPP, devido a inibicdo da atividade da G6PDH
pela PGE2, secretada em grandes quantidades pela maior parte dos tumores (Wang
e col., 2010), através da acédo da PKA; e a lipoxina pode atuar na restauracédo da
PPP através da inibicdo da PKA.

De maneira geral, nossos dados sugerem que os TAMs possuem um
aumento do fluxo glicolitico, que é de extrema importancia para manter seu perfil de
marcadores M2, porém, sem dependéncia da fosforilacdo oxidativa, como em outros
tipos de macrofagos M2. Estes resultados corroboram a ideia de que os TAMs
possuem caracteristicas tanto M1 como M2. Sabe-se que os TAMs sédo originados
de mondcitos LY6C"" inflamatérios (Cortez-Retamozo e col., 2012) e ao chegar ao

microambiente tumoral adquirem caracteristicas de macréfagos M2. Neste trabalho,
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sugerimos que os TAMs adquirem o perfil funcional de macréfagos M2, porém
mantem algumas caracteristicas metabdlicas relacionadas ao perfil M1.

Estas diferencas metabdlicas encontradas nos diferentes subtipos de
macrofagos, podem explicar a regulacdo seletiva da lipoxina em TAMs, observada
pelo nosso grupo. As vias metabdlicas diferentes podem justificar porque a lipoxina
modifica o perfil de TAMs e ndo possui 0 mesmo efeito em macréfagos M2 (IL-4).
Além disso, sugerimos que o ATL pode controlar a progressao tumoral através da
modulacdo da via das pentoses, restaurando as caracteristicas citotoxicas dos
TAMs. Este trabalho demonstra pela primeira vez o papel da lipoxina na modulacéo
de vias metabdlicas, bem como sua conexdo com efeitos antitumorais e seletivos em
macrofagos. Em conjunto, nossos dados sugerem que a regulacdo metabdlica pode
constituir uma importante ferramenta na descoberta de novos alvos para o

tratamento do cancer.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, n6s demonstramos que os macréfagos associados ao tumor
(TAMs) compartilham caracteristicas metabdlicas tanto com macréfagos M1/M(LPS
+ IFN- y): a) alto fluxo glicolitico; b) alta secre¢cdo de lactato; c) e baixa captagéo
exdgena de acidos graxos, como M2/M(IL-4): d) alta funcdo mitocondrial; e) baixo
fluxo pela via das pentoses. Mostramos ainda, que o alto fluxo glicolitico presente
nestas ceélulas, mas ndo a fosforilagdo oxidativa, € de extrema importancia para
manter o fenotipo de marcadores M2 em TAMs. Além disso, nossos resultados
apontam que os efeitos da lipoxina no controle tumoral depende da restauracdo da
via das pentoses em TAMs. Evidenciando, desta forma, a lipoxina como uma
importante estratégia capaz de direcionar o metabolismo dos TAMs, de uma maneira

seletiva e especifica, e induzir propriedade antitumorais.
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