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RESUMO

O paclitaxel (PCX) € um agente antineoplasico amplamente utilizado no tratamento de
varios tipos de tumores sélidos. O mecanismo primario de acdo dessa droga é baseado na
estabilizacdo de microtdbulos, inducdo de parada mitética e consequente apoptose de
células que proliferam rapidamente. No presente estudo, investigou-se a capacidade do
PCX de reprogramar a resposta imune antitumoral mediante modulacdo do fenotipo
funcional de macréfagos associados ao tumor (TAMs), bem como avaliou-se a dependéncia
dos receptores TLR4 na realizagdo desse processo. Macréfagos da medula 6ssea de
camundongos selvagens (do inglés Wild type [WT]) ou TLR4 knockout; em estado basal de
ativagcdo (naive - macrofago MO0), ou previamente polarizados para o perfil M2 com IL-4 (10
ng/mL por 24h) foram estimulados com PCX (10, 30, 100 x M), ou LPS (100 ng/mL). Apds
48 horas, marcadores de polarizacdo de macréfagos M1 e M2 foram avaliados por
citometria e ELISA. Além disso, camundongos WT, TLR4 knockout ou com delecdo
condicional de TLR4 em macréfagos (LysM-Cre*/TLR4"™) foram inoculados com linhagens
celulares murinas de cancer de mama (4T1), ou melanoma (B16) e tratados com salina ou
PCX. Em seguida, os tumores foram colhidos e os TAMs isolados em gradientes de percoll
(selecdo positiva) para caracterizacdo fenotipica por gRT-PCR. Ainda, foi realizada analise
de bioinformética do transcriptoma de biopsia de pacientes com cancer de ovario obtidas
antes e apos 3 ciclos de terapia com PCX (GSE15622) com foco na identificacdo de
assinaturas imunolégicas. Em condic¢es in vitro, o estimulo com PCX polarizou macréfagos
naive MO para o sentido M1, bloqueou a polarizacdo para o perfil M2 e reprogramou
macrofagos M2 para o fenétipo M1, via ativagéo dos receptores TLR4, de maneira similar ao
LPS. Em seguida, foi observado que parte do efeito antitumoral do PCX estava associado a
modulacéo do perfil fenotipico dos TAMs. A andlise da expresséo génica de TAMs isolados
de tumores de camundongos tratados com PCX, mostrou uma redugdo na expressao de
marcadores M2 (cd206, relm &, mmp9 e argl) e um aumento na expressao de genes
caracteristicos de macréfagos M1 (il12, inos e il6) que foi associada a reducédo do
crescimento tumoral. Para confirmar se 0 mecanismo imune do PCX envolvia a polarizagdo
de TAMs via TLR4, foram gerados camundongos com delecdo seletiva de TLR4 em
macréfagos (LysM-Cre™ /TLR4"™). Notadamente, o efeito antitumoral do PCX foi reduzido
nos camundongos LysM-Cre* /TIr4a" Além disso, a andlise de enriqguecimento génico
realizada nas biopsias tumorais de pacientes antes e apds o tratamento com PCX,
demonstrou que o PCX aumenta a expressao de genes ligados a macréfagos com perfil M1,
nesses tumores. Esses dados indicam que o PCX promove a polarizacdo de TAMs para um
perfil immunocompetente M1 via TLR4, e esse efeito contribui para sua eficacia antitumoral.

Palavras chave: Polarizacdo de macréfagos, macréfagos associados ao tumor e

microambiente tumoral.



ABSTRACT

Paclitaxel reduces tumor growth by reprogramming tumor-associated
macrophages to M1-profile via TLR4

Paclitaxel (PCX) is an antineoplastic agent widely used to treat several solid tumor
types. The primary mechanism of action of this drug is based on microtubule
stabilization and induction of mitotic arrest leading to cells that proliferate rapidly to
apoptosis. Here, was investigated whether PCX could reprogram the antitumor
immune response by modulating the functional phenotype of tumor-associated
macrophages (TAMs), as well as the involvement of TLR4 receptors on this process.
Bone marrow macrophages from wild-type (WT) or TLR4 knockout mice in basal
state of activation (naive, MO) or previously polarized to M2-profile with IL-4 (10
ng/mL) were stimulated with PCX (10, 30, 100 uM) or LPS (100 ng/mL). After 48h,
M1 and M2 markers of polarization status were measured by cytometry and ELISA.
Furthermore, mice WT, TLR4 knockout or with a conditional deletion of TLR4 on
macrophages (LysM-Cre*-/TLR4"") were inoculated with murine breast cancer (4T1)
or melanoma (B16) cell lines and treated with saline or PCX. Following, the tumors
were harvested and the TAMs isolated by standard percoll (positive selection) for
phenotype analysis by gqRT-PCR. A bioinformatical analysis of an online database
containing biopsy transcripts from patients with ovarian cancer obtained before and
after 3 cycles of PCX therapy (GSE15622) was performed with focus on
immunological signatures. In in vitro conditions, PCX polarized naive MO
macrophages to the M1-profile, blocked the M2-polarization and reprogrammed M2-
polarized macrophages to the M1 phenotype in a TLR4-dependent manner, similarly
to LPS. Accordingly, was observed that PCX played an antitumor effect through
modulating the TAMs profile. Gene expression analysis of TAMs from tumors of PCX
treated mice showed reduced expression of M2 markers (cd206, relma, mmp9 and
argl) and up-regulation of M1 linked genes (1112, inos and 116). To confirm whether
the PCX immune mechanism involved TAMs polarization via TLR4, we used mice
selectively lacking TLR4 on macrophages (LysM-Cre*-/TLR4""). Strikingly, the
antitumor effect of PCX was significantly reduced in LysM-Cre*/TLR4" mice.
Furthermore, the gene expression dataset analysis indicated an enrichment of genes
linked to M1-profile in tumor biopsies from PCX treated patients. These findings
indicate that PCX skews TAMs towards an M1 immunocompetent profile via TLR4
and this effect may contribute to the antitumor efficacy of PCX.

Keywords: Macrophage Polarization, Tumor-associated macrophage and Tumor

Microenvironment
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1. INTRODUCAO

1.1 Papel daresposta imune na eficacia do tratamento oncolégico

No inicio do século XXI, Hanahan e Weinberg compilaram décadas de
pesquisa experimental e clinica nas seis caracteristicas registradas do cancer (do
inglés Hallmarks of cancer): (I) autossuficiéncia em sinais de crescimento, (ll)
insensibilidade a sinais antiproliferativos, (Ill) resisténcia a morte celular, (IV)
potencial replicativo ilimitado, (V) atividade pré-angiogénica e (VI) comportamento
invasivo e metastatico (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Esse modelo, deu suporte a
ainda utilizada descricdo do cancer como um conjunto de doencas nas quais células
anormais dividem-se sem controle, invadem tecidos adjacentes e migram para
outras regifes do corpo (WHO, 2018, TORRE et al., 2015).

Ao longo de décadas, esse conceito fundamentou a base para a pesquisa e
desenvolvimento de terapias focadas na identificacdo de principios ativos capazes
de limitar a proliferacdo e induzir a morte de células malignas (ZITVOGEL et al.,
2013). No entanto, a evolugcdo do conhecimento fez emergir a nocdo de que a
progressao dos tumores nao depende exclusivamente da proliferacdo celular. Sabe-
se hoje que um tumor é formado por um complexo aglomerado de células
neoplasicas, estroma, componentes endoteliais, e varias populacdes de células
imunologicas que interagem dentro de um microambiente (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Essa renovada visdo do microambiente tumoral propbéem que além da
inibicdo dos mecanismos de controle de proliferacdo celular, tumores precisam
necessariamente adquirir a capacidade de suprimir a resposta imune para se

desenvolver e progredir (CAVALLO et al., 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Nos ultimos anos, um dos campos mais promissores da pesquisa médica
investiga mecanismos e formas para reativar a imunidade antitumoral. Nesse novo
contexto, tem sido surpreendente notar que a eficacia de varios agentes
antineoplasicos desenvolvidos ao longo do século XX sob o paradigma do cancer
como uma doenca celular autbnoma, ndo se limitam a acao antiproliferativa, mas
também a efeitos “colaterais” imunoldgicos capazes de induzir ou mesmo reativar a
resposta imune contra os tumores (COFFELT; DE VISSER, 2015; GALLUZZI et al.,
2015; ZITVOGEL et al., 2013).

Varias classes de guimioterapicos apresentam propriedades
imunoestimulatérias. Dentre os varios exemplos, tem-se: 1) o tratamento com
ciclofosfamida, um agente alquilante utilizado para tratar tumores solidos e
hematoldgicos, induz a supressdo ou deplecdo de linfocitos T reguladores (Treg)
(GHIRINGHELLI et al., 2004); 2) A quimioterapia com pemetrexede, um
antimetabdlito usado rotineiramente contra o mesotelioma pleural e céncer de
pulm&o, estimula a ativacdo de células NK (DAVIS et al., 2012). 3) A quimioterapia
neoadjuvante a base de antraciclinas (doxorrubicina e idarrubicina) aumenta a
propor¢do de linfocitos T CD8 infiltrados no tumor (LADOIRE et al., 2011). 4) Mais
recentemente, foi demonstrado que o tratamento com o inibidor de quinases
dependente de ciclinas 4/6 (CDK4/6) também pode aumentar a imunogenicidade do
tumor, reduzir o nimero de linfécitos T reguladores e aumentar a quantidade de
linfécitos CD8 infiltrados no microambiente tumoral (GOEL et al., 2017).

Esse conjunto de evidéncias mostra que a resposta imune pode, a0 menos
em parte, contribuir para eficacia de agentes antineoplasicos -classicamente
utilizados no tratamento do cancer. No presente estudo foi investigado qual seria

contribuicdo da resposta imune para o efeito antineoplasico do paclitaxel (PCX).
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1.2 O Paclitaxel

O paclitaxel (PCX) foi descoberto através de um programa de triagem
(screening) realizado em uma colaboracdo entre o Instituto Nacional do Cancer
(INC) e o departamento de agricultura dos Estados Unidos (USDA). Foram testados
115 mil extratos de 15 mil plantas diferentes. Verificou-se que as amostras do
extrato de casca do teixo do pacifico, Taxus brevifolia, detinha propriedades
citotoxicas (WEAVER, 2014). Em 1967, Mansukh Wani e Monroe Wall isolaram e
identificaram o principio ativo e o denominaram taxol ou PCX e publicaram sua
estrutura em 1971 (WANI et al., 1971). Apos a realizacdo de testes experimentais e
clinicos o Food and Drug Administration (FDA) americano aprovou em 1992 o uso
do PCX para cancer de ovario, em 1994 para cancer de mama e em 1999 para
cancer de pulmdo (WEAVER, 2014). Na época, o PCX, unico medicamento
descoberto pelo programa de triagem, foi considerado o quimioterapico mais
lucrativo da historia e ainda hoje continua sendo extensivamente utilizado na pratica

clinica oncolégica (WEAVER, 2014).

1.3 O Paclitaxel e arespostaimune

O mecanismo primario de agdo do PCX baseia-se na polimerizagdo e
estabilizacdo de microtubulos compostos por subunidades de a- e B-tubulinas. A
estabilizacdo dos microtubulos previne a segregacdo dos cromossomos durante a
metafase da mitose ativando mecanismos de apoptose celular (MEKHAIL;

MARKMAN, 2002; WEAVER, 2014).
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A hipotese predominante nas ultimas décadas tem sido que o PCX inibe o
crescimento tumoral como consequéncia da estabilizacdo dos microtubulos e parada
mitética atuando preferencialmente em células que proliferam rapidamente. No
entanto, evidéncias apontam que a acao farmacolégica desse antineoplasico nao
estd limitada a parada mitética. Essa afirmacdo baseia-se no fato de que,
comparado as linhagens de células tumorais, tumores humanos tém um tempo de
duplicacdo celular mais lento. Além disso, célculos que predizem indices mitéticos
baseados nas taxas de duplicacdo celular dos tumores sugerem que o numero de
células em parada mitética durante o tratamento com PCX néo se correlaciona com
a retracdo no crescimento tumoral produzida (KOMLODI-PASZTOR et al., 2011,
MILROSS et al., 1996; MITCHISON, 2012). Esse paradoxo indica que a eficacia
antineoplasica do PCX pode envolver outros mecanismos além da estabilizacdo dos
microtubulos.

Curiosamente, Byrd-Lifer et al. em 2001 demonstrou que o PCX efetivamente
induz a producdo de TNF-a e 6xido nitrico (NO) via ativacdo de receptores da
resposta imune inata do tipo toll 4 (TLR4) em macrofagos murinos. Além disso, os
autores demonstraram que a estabilizacdo de microtibulos produzida por essa
droga ocorria independentemente da via TLR-4/MyD88, provando a distincdo entre
0S mecanismos. Esse efeito alternativo do PCX foi demonstrado em outros modelos.
Pfannenstiel et al. em 2010 evidenciaram que o PTX induz a maturacao e ativacao
de células dendriticas via TLR4 in vitro (PFANNENSTIEL et al., 2010). Outros
estudos mostraram que o PCX pode induzir a expressao de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1 e IL-1) e das enzimas Oxido nitrico sintase
induzida (iINOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) em mondocitos, neurdnios e células

tumorais provenientes de animais e humanos de maneira dependente da ativacéo
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dos receptores TLR4 (CASSIDY et al., 2002; LI et al., 2015; PERERA et al., 2001;
RESMAN et al., 2014; TLR et al., 2008; VOLK-DRAPER et al., 2014).

Esses achados demostram as mdultiplas acbées do PCX no sistema
imunologico, regulando a producdo de citocinas/enzimas em diferentes tipos
celulares. No entanto, até o0 momento o impacto da ativacdo dos receptores TLR4
pelo PCX sobre a resposta imune especificamente no microambiente tumoral e a
contribuicdo desse mecanismo para a eficacia antineoplasica do PCX ainda é

desconhecida.

1.4 Papel dos receptores TLR4 na resposta imune contra o cancer

Os receptores do tipo Toll (TLRs) sdo os principais receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) da resposta imune (MOGENSEN, 2009). Os
TLRs reconhecem patdégenos através da deteccdo de padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) e moléculas enddgenas associadas a dano
tecidual (DAMPSs), desempenhando um papel chave na iniciagcdo da resposta imune
inata e prote¢do do organismo (ADAMS, 2009; MOGENSEN, 2009). Os TLRs sao
predominantemente expressos em células do sistema imune, como macréfagos e
células dendriticas e no epitélio do trato gastrointestinal e pulmonar (MOGENSEN,
2009). Até o momento, foram caracterizados dez TLRs em humanos (TLR1 a
TLR10) e doze em camundongos (TLR1 a TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13) (ADAMS,
2009; MOGENSEN, 20009).

Dentre os TLRs expressos em animais € humanos o TLR4 €& o mais
extensivamente estudado. Em 1997, Medzhitov et al. clonaram um homdlogo

humano da proteina Toll da Drosophila sp., agora conhecido como TLR4, e
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mostraram que a via de sinalizacdo Toll/NF-kB encontra-se conservada em
humanos (MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997). Logo apos, foi
demonstrado que o TLR4 é responsavel pelo reconhecimento do maior componente
da parede celular de bactérias gram-negativas, o lipopolissacarideo (LPS),
estabelecendo a conexdo entre os TLRs e o0 reconhecimento de PAMPs
(POLTORAK et al., 1998; QURESHI et al., 1999). Atualmente, sabe-se que o
reconhecimento do LPS pelos TLR4 desencadeia cascatas de sinalizacdo que
podem envolver: a via MyD88/NF-kB, ou a via alternativa TRAM/TRIF levando a
producdo de citocinas, quimiocinas, e a ativacdo da resposta imune (figura 1)
(MOGENSEN, 2009).

Na ultima década a importancia do TLR4 na resposta do hospedeiro aos
tumores tornou-se evidente pelo fato de que polimorfismos de TLR4 foram
associados ndo apenas a suscetibilidade a infeccbes, mas também ao
desenvolvimento de tumores (EL-OMAR; NG; HOLD, 2008). Nesse contexto é
importante mencionar que ja em 1891, William B. Coley, pioneiro da imunoterapia,
demonstrou que a injecdo de uma mistura de bactérias patogénicas mortas poderia
tratar pacientes com sarcomas inoperaveis (MCCARTHY, 2006). Posteriormente, o
LPS foi isolado e descrito como o0 agente ativo da toxina de Coley e varios outros
estudos evidenciaram que o LPS, pode ativar a imunidade antitumoral em
camundongos e humanos (CHICOINE et al., 2007; DAVIS et al., 2011;
IMMUNOTHER, 1996; PAULOS et al., 2007; SHEAR; TURNER, 1943). Ainda, em
acordo com esses achados foi observado que a delecdo génica do receptor TLR4
em camundongos estava associada ao desenvolvimento de tumores, aumento do

namero de metastases e reducdo da resposta imune antitumoral mediada por
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células dendriticas e linfocitos T (AHMED; REDMOND; WANG, 2013; FANG et al.,
2014; NASEEMUDDIN et al., 2012; YUSUF et al., 2008).

Em conjunto, esses achados revelam o potencial terapéutico de agonistas de
receptores TLR4 como uma estratégia promissora para tratar cancer. Nesse sentido,

buscamos investigar o potencial antitumoral da interacdo PCX/TLRA4.

Figura 1. Mecanismos de sinalizacao dos receptores TLR4
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O TLR4 ativa tanto vias dependentes como independentes de MyD88. A via
dependente de MyD88 é responsavel pela ativacdo do NF-kB e MAPK que
controlam a indugdo rapida de citocinas pro-inflamatorias. A via TRAM/TRIF,
independente de MyD88, ativa o IRF3 necessario para a inducdo de IFNg. Além
disso, essa via induz a ativacdo tardia do NF-kB, e de MAPK contribuindo para

resposta inflamatoria.
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1.5 Macrofagos associados ao tumor (TAMs) e seu potencial para o

tratamento do cancer

Macrofagos sao células imunologicas capazes de adotar diferentes fenétipos
funcionais em resposta a citocinas ou sinais patogénicos (STOUT et al., 2005). Os
dois principais fenétipos, chamados M1 e M2 representam as extremidades de um
amplo espectro de funcbes contrastantes onde: macréfagos M1 possuem
propriedades pro-inflamatérias, imunogénicas e antitumorais, enquanto que o0s
macrofagos M2 apresentam efeitos anti-inflamatorios, tolerogénicos e pro-tumorais
(BISWAS; MANTOVANI, 2010; MOSSER; EDWARDS, 2008; MURRAY et al., 2014).
Citocinas do tipo Thl (TNF, IL-12 e IFNg), PAMPs e DAMPs direcionam a
polarizacdo de macrofagos no sentido M1; enquanto que a exposi¢cdo a citocinas
Th2 (IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B), resulta na polarizacdo de macréfagos para o perfil
M2 (figura 2) (BISWAS; MANTOVANI, 2010; MOSSER; EDWARDS, 2008).

Diferentes células do sistema imunoldgico estao infiltradas no microambiente
tumoral, cada uma das quais tem o potencial para fun¢des pré ou antitumorais
(CAVALLO et al., 2011; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Dentre as células mieldides
infiltradas no tumor, os macrofagos sao o tipo numericamente predominante
(CHANMEE et al.,, 2014; MAJETY et al., 2018). No microambiente tumoral,
mediadores locais influenciam os macréfagos associados a tumor (TAMs) a adotar
um fendtipo semelhante ao M2, que suporta 0 escape da imunovigilancia, a
angiogénese e a remodelacdo da matriz extracelular, contribuindo para a progressao
tumoral (CHANMEE et al., 2014; MAJETY et al., 2018). De fato, uma meta-analise
identificou que o aumento da infiltragdo de macrofagos no tecido tumoral associa-se

a piores desfechos clinicos (ZHANG et al., 2012a).



24

No entanto, diferentemente das outras células do sistema imune, macrofagos
possuem a plasticidade para mudar de fendtipo de acordo com o estimulo
prevalente no ambiente (BISWAS; MANTOVANI, 2010; MOSSER; EDWARDS,
2008; MURRAY et al., 2014). Trabalhos recentes demonstraram que macroéfagos
polarizados para o perfil M2 por citocinas do tipo Th2 como IL-4 e IL-13 poderiam
ser reprogramados para o perfil M1 quando expostos ao LPS ou outro estimulo inato
(AUTHIER et al.,, 2008; MAJOR; FLETCHER; HAMILTON, 2002; STOUT et al.,
2005).

Nesse sentido, tém-se explorado experimentalmente a plasticidade dos
macrofagos como uma potencial abordagem terapéutica para o0 tratamento
oncoldgico. Pyontec et al. (2013) demonstraram que o tratamento com o0 antagonista
do receptor do fator estimulador de colénia 1 (CSF-R1) reduziu o crescimento
tumoral via reprogramacao fenotipica dos TAMs para o perfil M1 (PYONTECK et al.,
2013). Resultados semelhantes foram observados em modelos de cancer de ovario
e tumor de pulmao por meio de estimulos com a bactéria Listeria monocytogenes ou
com agonista de TLR3 (polyl:C), respectivamente (LIZOTTE et al., 2014; SHIME et
al., 2012).

Trabalhos prévios demonstraram que o PCX pode ativar o receptor TLR4 de
maneira semelhante ao LPS e efetivamente induzir uma resposta imune (CASSIDY
et al., 2002; LI et al., 2015; PERERA et al., 2001; RESMAN et al., 2014; TLR et al.,
2008; VOLK-DRAPER et al., 2014). No entanto, pouco se sabe sobre como a
interacdo PCX/TLR4 poderia modular a plasticidade dos macrofagos no
microambiente tumoral e qual seria a contribuicdo desse mecanismo para eficacia

antineoplasica do PCX.
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Figura 2. Espectro de ativagdo de macrofagos
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Macréfagos sao polarizados para o perfil M1 quando ativados por LPS, IFNg ou
TNF-a. Em alternativa, os macréfagos podem ser polarizados para o perfil M2
guando estimulados com IL-4 e IL-13. Citocinas como TNF-a, IL-6, IL-12 e a
expressdo aumentada de iINOS sé&o classicos marcadores de macréfagos M1. Por
outro lado, a producéo de IGF-1, CCL22, IL-10, expressdo aumentada do receptor
de manose (CD206/MR) e da enzima arginase (ARG1) sao classicos marcadores de

macrofagos polarizados para o perfil M2.



26

2. HIPOTESE

O PCX via ativacdo dos receptores TLR4 reprograma o perfil funcional de
macrofagos associados ao tumor do tipo M2 para o sentido ativo M1 e esse efeito

contribui para sua eficacia antitumoral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito LPS mimético do PCX sobre a plasticidade de macréfagos

e 0 impacto desse mecanismo sobre eficacia antitumoral do PCX.

3.2 Especificos

e Avaliar o efeito do PCX na polarizacdo de macrofagos naive MO.

e Investigar o efeito do PCX na polarizacao de macréfagos M2.

¢ Analisar o possivel envolvimento da via TLR4/NF-kB nesse mecanismo.

e Avaliar o efeito do tratamento com PCX sobre o perfil fenotipico dos TAMs.
e Analisar a papel dos receptores TLR4 no efeito antitumoral do PCX.

e Avaliar clinicamente o efeito imunomodulador do PCX.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas com idade entre 6-7
semanas das linhagens BALB/c do tipo selvagem (WT), C57BL/6 (WT), knockout
para o receptor Toll-like 4 (TLR47), knockout para os receptor Toll-like-2 (TLR27) e
camundongos com delecdo condicional do receptor TLR4 nas células mieldides
(LysM-Cre*~/TLR4"). Os animais com a delecdo condicional foram criados a partir
de cruzamentos controlados entre camundongos homozigéticos para a expressao
transgénica da enzima Cre-recombinase sob o controle do promotor da Lisozima M
mieldide (LysM-Cre**) com camundongos homozigotos para mutacdo Floxed
flanqueando o exon 3 do gene TLR4 (TLR4"") adquiridos do laboratério Jackson
(USA). Os camundongos da geragdo F2 com o gendtipo heterozigoto (LysM-Cre*
ITLR4") foram cruzados com camundongos TLR4-Flox (TLR4"") homozigotos para
criar os camundongos condicionais com o genétipo desejado LysM-Cre*-/TLR4"
Os camundongos com gendtipo controle (LysM-Cre*”) foram produzidos cruzando
camundongos LysM-Cre** homozigotos com camundongos C57BL/6 selvagens. O
gendtipo de todos os camundongos condicionais e controles utilizados nesse estudo
foi confirmado por PCR. Pares de primers: LysM-Cre - mutante (5'-
CCCAGAAATGCCAGATTACG-3'), comum (5-CTTGGGCTGCCAGAATTTCTG-3') e
selvagem (5'-TTACAGTCGGCCAGGCTGAC-3); TLR¥ - Foward (5'-
TGACCACCCATATTGCCTATAC-3") e Reverse - (5°-
TGATGGTGTGAGCAGGAGAG-3). Todos os animais foram mantidos sob
condi¢cdes ambientais controladas com ciclo claro/escuro de 12/12 h, temperatura

controlada de + 23°C, com ragdo e 4gua ad libitum no Biotério do Departamento de
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Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Os
protocolos e procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA-FMRP (nGmero de protocolo:
56/2016) e estdo de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Polarizacdo de Macroéfagos derivados da medula 6ssea (MDMOSs)

Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOSs) foram obtidos como
previamente descrito por GERSUK; RAZAI;, MARR, 2008 . Células totipotentes da
medula 6ssea do fémur de camundongos foram isoladas e cultivadas em meio RPMI
(Sigma) contendo 20% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco, EUA), 20% (v/v) do
sobrenadante de cultura de células L929 (rico em fator estimulante de colénia de
macréfagos - M-CSF), penicilina (100 U/mL) e anfotericina B (2 ug/mL). As culturas
foram realizadas em placa de Petri especificas pouco aderentes (BD OPTILUX) em
estufa a 37°C e 5% CO2. Apds 7 dias de cultura, a diferenciacdo de macréfagos foi
confirmada através da expressao de F4/80 avaliada por citometria de fluxo e culturas
com mais de 90% de células F4/80+ foram utilizadas. A densidade celular requerida
para os experimentos em placas (Costar) de 96 pocos foi de 2x10° células/poco
(para ensaio de ELISA), 12 pocos foi de 1x10° células/pogo (para citometria de fluxo,
dosagem de nitrito e ureia, e PCR) e de 6 pocos foi de 3x10°8 células/poco (para
western blot). Como controle, os macrofagos foram cultivados apenas em meio de
cultura RPMI completo (10% de SFB, penicilina 100 Ul/mL, e anfotericina B 2 pg/mL)
para manter um estado basal de ativacdo denominado macrofago MO. Para controle

de polarizacdo para o perfil M1 macrofagos foram estimulados com LPS (100 ng/mL,;
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Sigma) e para o perfil M2 com IL-4 (10 ng/mL; R&D). O PCX foi testado em trés
concentragbes (10, 30, 100 pM, Sigma-Aldrich), apés 48 horas foram avaliados
marcadores de polarizacdo de macrofagos M1 e M2 (M1 - TNF-qa, IL -12p40, IL-6,
nitrito, INOS; M2 - CCL22, IGF-1, CD206 e ureia, respectivamente) e realizados

testes de viabilidade celular (Anexina V/Pl e MTT).

4.3 Deteccéo de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A quantificagdo da concentracdo de TNF-qa, IL-12p40, IL-6, IL-13, CCL3/MIP-
1a CXCL-1/KC, CCL22 e IGF-1 no sobrenadante da cultura de MDMOs foi realizada
por ELISA utilizando anticorpos e reagentes obtidos da R&D Systems de acordo
com as instrucdes do fabricante. Brevemente, o anticorpo de captura foi adicionado
em placa de 96 pocos de fundo chato previamente sensibilizada e mantida por 16
horas a 4°C. Em seguida foi realizado o bloqueio das ligacdes inespecificas do
anticorpo primario com PBS-BSA 1% por 2 horas a temperatura ambiente. As
amostras foram adicionadas, assim como a citocina padrdo que foi diluida de
maneira seriada, conforme as recomendacdes do fabricante. Apds duas horas de
incubacdo a temperatura ambiente, foi adicionado o anticorpo de deteccéo
biotinilado diluido em PBS-BSA 1% na concentracdo de trabalho. Apés 2 horas, foi
adicionada a estreptoavidina-peroxidase diluida 1:200 em PBS-BSA 1% mantida por
20 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado
0 cromogeno tetrametilbenzidina (TMB) e peroxido de hidrogénio nas concentragfes
indicadas pelo fabricante. Ap6s 20 minutos de incubacéo, a reacao foi interrompida
com uma solucdo de acido sulfarico (H2SOas4, 1N). A leitura foi realizada

imediatamente em espectrofotometro sob comprimento de onda de 450 nm (Spectra
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Max-250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os valores das absorbancias das
amostras foram subtraidos do branco e interpolados com a curva padrdo. Os
resultados foram expressos em picograma de citocinas por mililitro de sobrenadante

(pg/mL) (WONG et al., 2015).

4.4 Ensaio de gene reporter para o NF-xB

A linhagem de macrofago murino (NF-kB reporter RAW 264.7 murine
macrophage), que expressa estavelmente a luciferase sob o controle do promotor
responsivo ao NF-kB (pNF-kB-Luc) foi cultivada em meio RPMI completo (10% de
SFB, penicilina 100 Ul/mL, e anfotericina B 2 ug/mL), em placas de 24 pocos na
densidade de 3x10° células/poco mantidas em estufa de incubacdo a temperatura
de 37°C com 5% de CO2. As células foram estimuladas com LPS (100 ng/mL) ou
PCX (10, 30 ou 100 uM). Em outro experimento, as células foram tratadas com LPS-
RS (antagonista do LPS, 500 ng/mL) 30 minutos antes dos estimulos com LPS ou
PCX. Células ndo estimuladas foram utilizadas como controle negativo. Apds mais 6
horas de incubacao, os contetdos intracelulares foram extraidos em tampéao de lise
(TNT) e a atividade da luciferase foi determinada em um lumindmetro (FlexStation 3
Microplate Reader, Califérnia, EUA) usando o sistema de ensaio reporter (Promega,
Wisconsin, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Especificamente, nesse
ensaio a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB leva a transcricdo do gene da
luciferase que catalisa a reacdo de oxidacéo da luciferina, produzindo oxiluciferina e
foétons, sendo a atividade dessa enzima quantificada pela emissdo de fotons

(luminometria). Os resultados foram expressos como atividade da luciferase relativa
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ao controle negativo (fold) e representam uma medida indireta da atividade do NF-

kB (RUIZ-MIYAZAWA et al., 2015).

4.5 Ensaio de Western Blotting

As amostras de MDMOs (3x10° células/poco) foram lisadas em tampédo RIPA
(50 mM Tris-HCI pH 7,2, 150 mM NacCl, 1% NP40, 0,1% SDS, 0,5% DOC, 1 mM
PMSF, 25 mM MgCI2) suplementado com inibidores de protease (Roche) e fosfatase
(Calbiochem). A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford
protein assay (Pierce, Rockford, IL USA). Quantidades equivalentes de proteinas
foram separadas por electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido
por transferéncia para membrana de nitrocelulose. As membranas foram blogqueadas
com tampéo TBS-T/leite desnatado 5% e em seguida incubada com os seguintes
anticorpos primarios: anti-iNOS (1:5000; Sigma), anti-STAT6 fosforilado (1:1000; cell
signaling), anti-STAT6 (1:1000; cell signaling) ou anti-NF-kB P65 fosforilado (1:1000;
cell signaling), seguido da incubacdo do anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (anti-B-actina 1:5000, Sigma ou anti-GAPDH 1:5000, Sigma). A
revelagao foi realizada utilizando o reagente ECF e o sistema ChemiDocTM XRS

(BioRad, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) (LIMA et al., 2012).

4.7 Dosagem de nitrito

A concentracao de nitrito (NO2) no sobrenadante da cultura de MDMOs foi

guantificada pelo método colorimétrico de Griess (RUIZ-MIYAZAWA et al., 2015).

Primeiramente, em placa de 96 pocos foi adicionado 50 pL do sobrenadante de
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cultura de MDMOs seguido do mesmo volume do reagente de Griess (0,5% de acido
sulfanilico, 0,002% de dihicloridrato de N-1-naftil-etilenodiamina e 14% de &cido
acético glacial). Para a confeccdo de uma curva padrdo, uma solugado de nitrito de
sédio na concentracdo inicial de 200 uM seguida de diluicbes seriadas. Apos
incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz, a leitura foi
realizada no espectrofotdbmetro a 550 nm (Spectra Max-250, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A concentracdo de nitrito nas amostras foi determinada de acordo

com a curva padréo.

4.6 Dosagem de Ureia

A atividade enzimética da arginase (ARG) foi indiretamente determinada pela
medida da concentracdo de uréia no sobrenadante das culturas de MDMOs. A
quantificacdo foi realizada através de um ensaio colorimétrico enzimatico (CE
LABTEST) de acordo com as recomendac@es do fabricante. A densidade Optica das
amostras individuais foi medida a 600 nm (Spectra Max-250, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA) e os valores expressos em miligrama por decilitro (mg/dL).

4.8 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pela redu¢cdo mitocondrial de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a formazan como anteriormente
descrito por Yang et al. (2010). Resumidamente, os MDMOs foram incubadas com
MTT (2 mg/mL) por 2h a 37°C em de 5% de CO:2. Posteriormente os cristais de

formazan foram solubilizadas em DMSO. A absorvéncia das amostras individuais foi
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medida a 550 nm (Spectra Max-250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). o0s
resultados sdo apresentados de forma relativa as células ndo tratadas normalizadas

para 100% (YANG et al., 2010).

4.9 Apoptose e necrose

A morte celular por apoptose ou necrose foi analisada por citometria de fluxo
por meio da marcacdo para anexina V e iodeto de propideo (Pl). Macrofagos
diferenciados da medula éssea (2x10° células/poco em placas de 12 pocos) foram
estimulados com LPS (100ng/mL) ou PCX (30uM) e, ap6s 48h, as células foram
incubadas com anexina V conjugada com FITC por 15 min em temperatura ambiente
e protegidas da luz. Apés centrifugacao (450g, 5min), foram adicionados 10 uL de
iodeto de propideo diluidos em 190 uL de tampéo de ligacdo de anexina V. ApGs
leve agitacdo, as amostras foram analisada por citometria de fluxo (citometro BD

FACSVerse ™ - BD Bioscience) (ZHANG et al., 2012b).

4.10 Modelos de cancer de mama e melanoma murino

As células de cancer de mama murino 4T1 (ATCC, EUA) ou de melanoma
B16 (ATCC, EUA) foram cultivadas em meio RPMI completo (10% de SFB,
penicilina 100 Ul/mL, e anfotericina B 2 ug/mL). Para o modelo de cancer de mama,
foram injetadas 5x10* células da linhagem 4T1 no tecido subcutaneo de
camundongos BALB/c (KIM et al., 2010). Apos 16 dias, os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos e tratados com salina ou PCX (10 mg/kg, i.p., a cada

8 horas). Apds 24 horas do inicio do tratamento, os animais foram eutanasiados e 0s
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tumores foram colhidos para avaliar o fenétipo funcional dos macréfagos associados
ao tumor (TAMs) por citometria de fluxo e RT-PCR. As células de melanoma murino
(B16) foram injetadas via subcutanea no flanco direito de camundongos C57BL/6
selvagens (WT), TLR47, LysM-Cre*- ou LysM-Cre*/TLR4" (MOTA et al., 2016).
Apos 7 dias, os animais foram divididos em dois grupos tratados com solucao salina
ou PCX. Os volumes tumorais foram calculados de acordo com a férmula: volume do
tumor (mm3) = L x W22, onde L representa o eixo maior (maior diametro
transversal), e W representa o eixo menor do tumor. Apds eutanasia 0s tumores
foram colhidos para avaliar o fenétipo funcional dos macrofagos associados ao

tumor (TAMS) por citometria de fluxo.

4.11 Isolamento de macrofagos associados a tumor (TAMS)

As amostras de tumor foram digeridas em colagenase tipo Il (1 mg/mL,
Sigma) durante 60 min a temperatura de 37°C e sob agitacdo. Em seguida, as
células foram suspensas em Percoll (70%/30%) e centrifugadas (1800 RPM, 23 min,
4°C). A camada correspondente de linfomononucleares foi isolada e cultivada por 40
minutos a 37°C. Apés trés lavagens, as células aderidas remanescentes na placa
foram removidas fisicamente (MOTA et al.,, 2016). Marcadores de estado de
polarizacdo de macrofagos M1 e M2 foram avaliados por citometria de fluxo
(CD45+CD11b+/F4/80+/CD206+) e PCR em tempo real (marcadores M1: 1112, Inos

e 116 e M2: ¢cd206, Relma, mmp9 e Argl).



36

4.12 Expresséao génica por PCR em tempo real

Foi realizada uma andlise de expressdo de genes relacionados com a
polarizacdo de macréfagos (M1: 1112, Inos e 116 e M2: ¢d206, Relma, mmp9 e Arg1)
por qRT-PCR. Brevemente, o RNA total foi extraido usando RNeasy Mini Kit
(Qiagen) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O rendimento e qualidade do
RNA total foi verificado por meio de quantificacdo espectofotométrica nos
comprimentos de onda de 260 nm e da razdo 260/280 nm, respectivamente. Em
seguida o RNA total (2 ug) foi transcrito reversamente com o kit high capacity cDNA
RT (Applied Biosystem) em cDNA utilizando o sistema termociclador C1000
TouchTM. O PCR em tempo real foi realizado no equipamento ViiA7 (Applied
Biosystems) utilizando o supermix IQTM SYBR (Bio-Rad), de acordo com as
especificacdes do fabricante. A expressdo do mRNA foi determinada apods a
normalizac&o dos valores com a do gene de referéncia Gapdh. A expressao relativa
foi quantificada utilizando o método 22ACT(LIMA-JUNIOR et al., 2014). A PCR em

tempo real foi realizada usando os seguintes primers:

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados no qRT-PCR

Primer Forward Reverse
12 5'-CACGGCAGCAGAATAAATA-3' 5-CTTGAGGGAGAAGTAGGAATG-3'
Inos  5-TTCACCCAGTTGTGCATCGACCTA-3 5-TCCATGGTCACCTCCAACACAAGA-3’
16 5'-TTCCTACCCCAATTTCCAAT-3' 5-CCTTCTGTGACTCCAGCTTATC-3'
cd206 5-CTCGTGGATCTCCGTGACAC-3' 5-GCAAATGGAGCCGTCTGTGC-3'
realm 5-CCTGAGATTCTGCCCCAGGAT-3' 5-TTCACTGGGACCATCAGCTGG-3'
mmp9 5-AACATCTGGCACTCCACACC-3 5'- GCAGAAGTTCTTTGGCCTGC-3

Argl  5-CCAGAAGAATGGAAGAGTCAGTGT-3' 5-GCAGATATGCAGGGAGTCACC-3'
Gadph 5'- GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3' 5'-CCTTCCACAATGCCAAAGTT-3'
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4.13 Contagem de leucocitos do sangue

Os camundongos portadores de melanoma foram levemente sedados por
anestesia inalatoria com isoflurano 24 horas apos o Ultimo tratamento com salina ou
PCX (10 mg/mL, i.p., diariamente, total de 4 aplicacbes). A amostra de sangue foi
coletada do plexo retro-orbital e diluida em solucdo de Turk (1:20). A contagem de
leucdcitos foi entdo determinada usando a camara de Neubauer e expressa como

namero de células x 103/uL de sangue (LIMA-JUNIOR et al., 2014).

4.14 Imunofenotipagem das populacbes de macréfagos por citometria de

fluxo

Os MDMOs ou a suspencéo de células isoladas do tumor foram submetidos a
marcacdo com anticorpos conjugados a fluoréforos para determinacado do perfil
fenotipico por citometria de fluxo. As células foram incubadas por 20 min com
anticorpos de superficie a temperatura ambiente sob protecdo da luz. A aquisi¢ao
das células foi realizada utilizando o citdbmetro BD FACSVerse™ (BD Bioscience) e
os dados foram analisados pelo software FlowJo (V10.0.7). Trés experimentos
separados foram realizados para cada populacdo de macréfagos analisados. Os
resultados foram expressos como porcentagem (analise qualitativa), pelo nimero
total de células (analise quantitativa) ou pela expressdo de intensidade média de

fluorescéncia (MFI) (andlise quantitativa) dos marcadores.

4.14.1 Anticorpos utilizados para citometria de fluxo:
e Anti-CD45 (conjugado com BV421, eBiosience, 421563890)
e Anti-F4/80 (conjugado com FITC, eBioscience - 11480185)
e Anti-CD11b (conjugado com APC, Immuntools, 22159116S)
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e Anti-CD206/MR (conjugado com APC, Bio-Rad, MCA2235A647 ou conjugado
com PE, BioLegend, 12206182).

¢ Anti-MHCII (conjugado com PE, BioLegend, 107607).

¢ Anti-Ly6C (conjugado com PerCP, BioLegend, 128011).

4.14.2 Painéis de marcacao
e Experimentos in vitro: F4/80-FITC/CD206-APC
e Experimentos in vivo: F4/80-FITC/CD206-APC, CD45-BV421/CD11b-APC
/F4/80-FITC/CD206-PE, CD45-BV421/CD11b-APC/F4/80-FITC/Ly6C-PERC-
P/CD206-PE ou CD45-BV421/CD11b-APC/F4/80-FITC/Ly6C-PerCP/MHCII-PE

4.15 Estratégia de selegao (gate) das subpopulagdées de macrofagos

Nos experimentos realizados in vitro e in vivo a populacdo de macrofagos foi
inicialmente selecionada conforme o tamanho (FSC - disperséo frontal) e
complexidade interna (SSC — dispersao lateral). Foram selecionadas células com
grande tamanho e baixa granulosidade (figura 3 A). Apds a selecdo a presenca de
macréfagos foi confirmada por meio da marcacdo com F4/80 (marcador de
macréfagos maduros). Ainda para avaliar o perfil fenotipico dessas células foi
analisado a expressdo do CD206 (marcador de macréfagos com perfil M2). Ao final
da andlise as células F4/80*CD206* foram consideradas macrofagos com perfil M2
(figura 3 A). Na suspenc¢éo de massas tumorais obtidas de animais com melanoma,
inicialmente foram selecionadas as células mieldides (CD45*CD11b*) e em seguida
foi avaliada a marcagdo do CD206 ou MHCII nos macrofagos associados ao tumor
(TAMs) positivos para F4/80* (figura 3 B) ou nos diferentes subtipos de células
mielodides: macréfagos maduros F4/80*/Ly6C-, macréfagos imaturos (F4/80*/Ly6C™)

e monocitos (F4/80°Ly6C*) (figura 3 C).
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Figura 3. Estratégia de imunofenotipagem de macréfagos por citometria de

fluxo.
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(A) Inicialmente foram selecionados as singlets (FSC-H vs. FSC-A). Em seguida, a
populacdo de macréfagos de acordo com tamanho e granulosidade (SSC-A vs.
FSC-A). Por fim, nas células F4/80* foi avaliado a expressdo do CD206. (B) Foram
selecionadas as células mieldides (CD45*CD11b*) e em seguida foi avaliado a
percentagem de células F4/80*CD206*. (B) Foram selecionadas o0s leucdcitos
(CD45*) e em seguida avaliado a percentagem de células CD11b*MHCII* ou
CD11b*CD206*. (C) Por fim, foi analisado a distribuicdo dos subtipos de células
mieldides (CD11b+) positivas para MHCII e CD206 em: macréfagos maduros
F4/80*/Ly6C-, macrofagos imaturos (F4/80*/Ly6C*) e mondcitos (F4/80°Ly6C™).
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4.16 Analise de enriquecimento de conjuntos de genes (AECG)

Todos os dados de microarray utilizados nesse estudo foram obtidos do
banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO) niumero de acesso GSE15622. A
analise de enriquecimento do conjunto de genes (AECG) foi realizada usando GSEA
software (http://www.software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). As analises foram
realizadas com foco em banco de assinaturas imunologicas (immuneSigDB)
(GODEC et al., 2016). O valor de FDRq representa a probabilidade estimada de
falso positivo (um FDRQ<0,25 foi aceito) e o valor nominal de P estima a
significAncia estatistica do enriqguecimento para um dado conjunto de genes

(SUBRAMANIAN et al., 2005).

4.17 Mapas de calor (heat maps)

Os mapas de calor foram gerados na plataforma Morpheus
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/morpheus/). Os valores de expressao
génica foram normalizadas e expressos como log 2. O agrupamento hierarquico foi

baseado na analise do coeficiente de correlacdo de Pearson.

4.18 Anéalise estatistica

Os dados séo expressos como média + desvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste t de Student ndo-pareado ou ANOVA, seguido pelo pos-teste
de Bonferroni quando apropriado. Significancia estatistica foi aceita para P<0,05. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versdo 7.0c

(GraphPad Software, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Paclitaxel (PCX) induz a polarizacdo de macrofagos para o perfil M1

através da ativacao dos receptores TLR4

Para investigar o efeito do PCX na polarizacdo de macrofagos, MDMOs foram
estimulados com LPS (100 ng/mL) ou com concentracdes crescentes de PCX (10,
30 ou 100 pM). Similar ao controle positivo, o tratamento com PCX induziu aumento
na producao de marcadores caracteristicos de macrofagos M1 (TNF-a, IL-6, IL-12 e
nitrito) de maneira concentracdo dependente (figura 4 A-D). Prévios estudos ja
haviam demonstrado que o PCX pode ativar diretamente os receptores TLR4
(WANG; LIANG; ZEN, 2014). Desta forma, investigamos se o efeito na polarizacéao
de macrofagos, inicialmente observado nesse estudo, depende da ativacdo desse
receptor. Para isso MDMOs de animais TLR4- foram estimulados com LPS ou PCX.
Foi observado que a indugdo da producédo de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-12) e
aumento da expressdo da iNOS induzida pelo PCX e LPS é dependente de TLR4
(figura 4 E-H). Para confirmar que esse efeito € especificamente ligado a ativacdo de
TLR4, MDMOs de animais TLR2” foram estimulados com LPS ou PCX. Nessa
condicdo, PCX e LPS induziram aumento de marcadores M1 (TNF-a, IL-6 e nitrito)
similar ao observado nos MDMOs obtidos de animais WT (figura 5 A-C) sugerindo
que o efeito € especifico em TLR4. A sinalizacdo canbnica do TLR4 envolve a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (MOGENSEN, 2009). Nesse sentido,
macrofagos RAW 264.7 que expressam estavelmente o gene repérter da luciferase
na regido promotora do NF-kB foram estimulados com LPS ou PCX. Foi observado

que o tratamento com PCX aumentou a atividade do NF-kB de maneira
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concentracdo dependente (figura 6 A). Além disso, foi verificado que a associacao
de PCX com LPS, em concentracdes que isoladamente ndo produzem efeito,
induziu a ativacao do NF-kB (figura 6 B). Adicionalmente, o pré-tratamento com LPS-
RS (antagonista de TLR4) preveniu a ativacdo do NF-kB induzida por LPS e PCX
(figura 6 C). Para confirmar que o PCX esta guiando os macrofagos para um perfil
mais inflamatorio M1, MDMOs foram estimulados com PCX por 24 horas em seguida
as ceélulas foram lavadas e reestimulas com LPS ou PCX. Nessas condicfes as
células previamente expostas ao PCX produziram quantidades de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-18 e CCL3/MIP-1a) em nivel superior comparado ao efeito
do LPS e PCX em células naive (figura 7 A-C). E importante mencionar que o PCX
nas concentracdes utilizadas néo induziu significativa apoptose (<10% de MDMOs
marcados com anexina V) ou reduziu a viabilidade celular analisada por MTT (figura
8 A-E). Estes resultados indicam que o PCX promove a polarizacdo de macrofagos

para o perfil M1 de maneira dependente da ativacéo de TLRA4.
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Figura 4. Paclitaxel (PCX) induz a polarizacdo de macrofagos no sentido M1 via TLR4.
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Macrofagos derivados da medula éssea (MDMOSs) foram estimulados com LPS (100
ng/mL) ou PCX (10, 30 e 100 pM) por 48 horas, células ndo estimuladas foram
utilizadas como controle negativo (denominado macréfago M0). No sobrenadante da
cultura foi quantificada a concentracado de marcadores caracteristicos de macréfagos
M1: (A) TNF-q, (B) IL-6, (C) IL-12p40 e (D) nitrito. Em outro experimento MDMOs de
camundongos C57BL/6 WT ou TLR4” foram estimulados com LPS (100 ng/mL) ou
PCX (30 uM) por 48 horas e os seguintes marcadores de macrofagos M1 foram
quantificados: (E) TNF-qa, (F) IL-6, (G) IL-12p40, e (H) expresséo de iNOS. Células
nao estimuladas foram utilizadas como controle negativo (macréfago MO0). Os
experimentos foram realizados em triplicata e os valores sdo apresentados como

meédia + desvio padrao, *P<0,05.
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Figura 5. Paclitaxel (PCX) induz a polarizacdo de macrofagos para o perfil M1

em células deficientes de TLR2.
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Macréfagos derivados da medula 6éssea (MDMOs) de camundongos WT ou TLR2
knockout foram estimulados com LPS (100 ng/mL) ou PCX 30 uM por 48 horas. No
sobrenadante da cultura foi quantificada a concentracdo de marcadores
caracteristicos de macréfagos M1: (A) TNF-qa, (B) IL-6 e (C) nitrito. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os valores sdo apresentados como média + desvio
padréo, *P<0,05.
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Figura 6. Paclitaxel (PCX) induz a ativacdo do NF-kB via TLR4.
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(A) Macréfagos RAW 264.7 que expressam de forma estavel o gene da luciferase no
sitio promotor responsivo ao NF-kB (pNF-kB-Luc) foram estimulados durante 6
horas com LPS (100 ng/mL) ou PCX (10, 30, 100 uM). (B) Os macréfagos RAW
264.7 foram estimuladas com baixas concentragdes de LPS (10 pg/mL), PCX (1 uM)
ou LPS (10 pg/mL) associado ao PCX (1 uM). (C) Macréfagos RAW 264.7 foram
incubados com LPS-RS (antagonista de TLR4 na concentracdo de 500 ng/mL)
durante 30 min e depois estimulados com LPS (1 ng/mL) ou PCX (30 mM) por mais
6 horas; Macréfagos RAW 264.7 ndo estimulados foram utilizados como controle
negativo. Os resultados sdo expressos como atividade da luciferase relativa ao
controle negativo (fold) e representam uma medida indireta da atividade do NF-«xB.
Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores sédo apresentados como

média + desvio padrao, *P<0,05.
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Figura 7. Paclitaxel (PCX) potencializa a resposta a um segundo estimulo inflamatorio.
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Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOSs) foram estimulados com PCX por
24 horas, as células foram entdo lavadas e reestimuladas com LPS ou PCX por mais
24 horas, MDMOs nao estimulados foram utilizados como controle negativo
(macréfagos M0). No sobrenadante da cultura foi quantificada a concentracdo de
citocinas proé-inflamatérias: (A) TNF-a, (B) IL-18 e (C) CCL3/MIP-1a. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os valores sdo apresentados como

média + desvio padrao, *P<0,05.



47

Figura 8. Macréfagos sao resistentes ao efeito citotoxico do paclitaxel (PCX).

A B * C 25
: £ 20 I
L& 3 . g
23 8 15
x < <
MO M1 (LPS) PCX £2 2 3
= g 10 |
' <5 g
i ! o o5
= 0! 0.0/
9 4 LPS 100ngimL - + - LPS100ngimL - + -
L PCX30uM - - + PCX30pM - - *
> ]
Q
E i D ¥ E 150,
1932 0,66 |:90,9 | :
B e s L et L e Sl BUAALLL B L BAA L B SRS i SN B B B B B

24

o

L)
H

lodeto de propidio (PI) >

em F4/80* (%)
»H

L.

o
L)

Annexina V* PI*
Viabilidade celular
(% do controle )

0 0+
LPS100ng/mL - + - LPS 100 ng/mL - + -
PCX30uM - - + PCX30uM - - +

Macréfagos derivados da medula éssea (MDMOSs) foram incubados com meio RPMI
(MO, nédo estimulado), LPS (100 ng/mL — macréfago M1) ou PCX (30uM). Apds 48 h
as células foram coletadas e submetidas a dupla marcacdo com Anexina V e lodeto
de Propidio (Pl) em seguida a viabilidade célular foi analisada por citometria de
fluxo. (A) Painéis representativos demonstram as mudancas no porcentual de
células viaveis nos diferentes grupos analisados por citometria de fluxo. A
qguantificacdo dos resultados do painel A sdo apresentados em: (B) referente as
células Anexina V*/PI- (quadrante superior esquerdo) que indica células em estagio
inicial de apoptose; (C) referente as células Anexina V7/PI* (quadrante inferior
direito) que indica morte celular por necrose; (D) referente as células Anexina V*/PI*
(ao quadrante superior direito) indica a presenca de células em estagio avancado de
apoptose. (E) Teste MTT para comparacao da viabilidade celular (os resultados sao
apresentados de forma relativa as células nédo tratadas normalizadas para 100%).
Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores sédo apresentados como

média + desvio padrao, *P<0,05.
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5.2 Paclitaxel (PCX) impede a polarizacdo de macro6fagos para o sentido M2

induzida por IL-4

Considerando que o PCX efetivamente polarizou macréfagos para o perfil M1,
foi avaliado se o tratamento com PCX poderia redirecionar a polarizacdo de
macrofagos M2 no sentido M1. Para isso, a reposta de macréfagos M2 polarizados
com IL-4 foi comparada com a de macréfagos concomitantemente estimulados com
IL-4 e PCX. O tratamento com PCX, na presenca da IL-4, bloqueou a expresséao e
producdo de marcadores M2 (CD206, IGF-1, CCL-22 e Uréia) (figura 9 A-D e figura
10 A-C) e aumentou a producéo de marcadores M1 (TNF-qa, IL-6 e Nitrito) em niveis
semelhantes ao controle LPS (figura 10 D-F). Notadamente, constatou-se que 0s
macrofagos estimulados apenas com PCX apresentaram producdo de citocinas
inflamatérias em niveis similares as células tratadas com IL-4 e PCX
concomitantemente (figura 10 D-F). Em conjunto esses achados sugerem que 0

PCX pode bloquear a polarizacdo de macréfagos no sentido M2 induzida por IL-4.
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Figura 9. Paclitaxel (PCX) bloqueia a polarizacdo de macrofagos M2 induzida

por IL-4.
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Macréfagos derivados da medula 6ssea (MDMOs) foram estimulados apenas com
IL-4 (10 ng/mL) para induzir a polarizacdo de macréfagos para o perfil M2 ou foram
concomitantemente estimulados com IL-4 (10 ng/mL) mais PCX (30 yM), células ndo
estimuladas foram utilizadas como controle negativo (macrofago M0). (A) Painéis
representativos demonstram as mudancas no porcentual de células F4/80*CD206*
analisado por citometria de fluxo. (B) Quantificacdo dos resultados apresentadas no
painel A. (C) Histograma representativo comparando o MFI do CD206 em células
F4/80+ estimuladas com IL-4 (linha azul) ou IL-4 mais PCX (linha vermelha). (D)
Quantificacdo dos resultados apresentados no painel C. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os valores sao apresentados como média + desvio padrao,
*P<0,05.
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Figura 10. Paclitaxel (PCX) induz polarizacdo de macréfagos para o perfil M1 em

células estimuladas com IL-4.
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Macroéfagos derivados da medula éssea (MDMOs) foram estimuladas com IL-4 (10
ng/mL) para induzir polarizacdo de macrofagos para o perfil M2 ou foram
concomitantemente estimulados com IL-4 (10 ng/mL) mais LPS (100 ng/mL) ou PCX
(10, 30, 100 yM). Células néo estimuladas foram utilizadas como controle negativo
(macréfago M0). No sobrenadante da cultura foi quantificado a concentragdo de
marcadores caracteristicos de macrofagos M2: (A) CCL22, (B) IGF-1, (C) Ureia. Em
seguida MDMOs foram estimulados apenas com LPS (100 ng/mL), PCX (30 pyM) ou
com IL-4 (10 ng/mL) ou foram concomitantemente estimulados com IL-4 (10 ng/mL)
mais LPS (100 ng/mL) ou PCX (10, 30, 100 pM). Células n&o estimuladas atuaram
como controle negativo (macr6fago M0). No sobrenadante da cultura foi quantificado
a concentragdo de marcadores caracteristicos de macréfagos M1: (D) TNF-q, (E) IL-
6, (C) Nitrito. Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores sao

apresentados como média + desvio padrao, *P<0,05.
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5.3 Paclitaxel (PCX) via TLR4/NF-kB bloqueia a polarizacdo de macréfagos

para o sentido M2

Em seguida, foi avaliado se o bloqueio da polarizacdo de macréfagos M2
induzida pelo PCX seria dependente da ativacdo de receptores TLR4. De acordo
com os dados anteriormente apresentados, foi constatado que macrofagos knockout
para o receptor TLR4 estimulados com IL-4 mais PCX concomitantemente,
preservam a expressdo de marcadores M2 (CD206 e IGF-1) e ndo apresentam
aumento na producédo de marcadores M1 (TNF-a, IL-6, IL-12 e Nitrito), diferente do
observado nos controles realizados em MDMOs provenientes de animais WT (figura
11 A-D e figura 12 A-E). Sabe-se que a ativacdo da STAT6 € essencial para a IL-4
induzir a polarizacdo de macréfagos no sentido M2, enquanto que a ativacdo do
fator de transcricdo NF-kB, induzida por agonistas de receptores do tipo Toll (TLRS),
esta associada a polarizacdo de macréfagos no sentido M1 (WANG; LIANG; ZEN,
2014). Em vista do efeito do PCX sobre os receptores TLR4 buscou-se investigar as
mudancas dinamicas que ocorrem nos fatores de transcricdo STAT6 e NF-kB
durante o estimulo concomitante de IL-4 e PCX. Inicialmente, foi observado que a IL-
4 induz a fosforilagdo de STAT6 de maneira tempo dependente (figura 13). Contudo,
o tratamento com PCX reduziu a fosforilagdo do STAT6 induzida por IL-4, enquanto
paralelamente aumentou os niveis de expressdo de P65 (unidade do NF-kB)
fosforilado (figura 13). Estes dados indicam que o PCX via TLR4/NF-kB pode

bloquear a polarizacao para M2 mediada pela sinalizagéao IL-4/STAT6.



52

Figura 11. Paclitaxel (PCX) bloqueia a polarizacdo de macrofagos M2

induzida por IL-4 de maneira dependente de TLR4
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Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOs) de camundongos WT ou TLR4
foram estimulados apenas com IL-4 (10 ng/mL, macrofago M2) ou foram
concomitantemente estimuladas com IL-4 (10 ng/mL) mais LPS (100 ng/mL) ou PCX
(30 pM). Células nado estimuladas foram utilizadas como controle negativo
(macrofago MO0). (A) Painéis representativos demonstram as mudangas no
porcentual de células F4/80*CD206* analisados por citometria de fluxo. (B)
Quantificagdo dos resultados apresentados no painel A. (C) Histograma
representativo comparando o MFI do CD206 em células F4/80* incubadas com meio
(cinza), IL-4 (verde), IL-4 mais LPS (azul) ou IL-4 mais PCX (rosa). (D) Quantificacao
dos resultados apresentados no painel C. Os experimentos foram realizados em

triplicata e os valores sédo apresentados como média + desvio padréao, *P<0,05.
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Figura 12. TLR4 é essencial para o paclitaxel (PCX) bloquear a polarizacdo de

macrofagos para o sentido M2 e guiar as células no sentido M1.
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Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOs) de camundongos WT ou TLR4
knockout foram estimulados apenas com IL-4 (10 ng/mL, macréfago M2) ou foram
concomitantemente estimuladas com IL-4 (10 ng/mL) mais LPS (100 ng/mL) ou PCX
(30 pM). Células nao estimuladas foram utilizadas como controle negativo
(macrofago M0). No sobrenadante da cultura foi quantificado a concentracdo de
marcadores caracteristicos de macréfagos M2 e M1: Marcadores M2 - (A) IGF-1;
Marcadores M1 - (B) TNF-q, (C) IL-6, (D) IL-12p40 e (E) nitrito. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os valores sao apresentados como média + desvio

padréo, *P<0,05.



54

Figura 13. Paclitaxel (PCX) bloqueia a polarizacdo para M2 induzida por IL-
4/STATSG.
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Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOs) foram estimulados apenas com
IL-4 (10 ng/mL) para induzir polarizagdo de macréfagos no sentido M2 ou foram
estimulados com IL-4 (10 ng/mL) e ap6s 10 min com PCX (30 pM). Células nao
estimuladas foram utilizadas como controle negativo (macr6fago M0). As amostras
foram coletadas 0, 30, 50 e 70 min apés o estimulo inicial e os seguintes
marcadores foram medidos por western blot: STAT6 fosforilado (p-STAT6), STAT6
total e o NF-kB P65 fosforilado (p-NF-kB P65).
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5.4 Paclitaxel (PCX) reprograma macrofagos M2 para o sentido M1

Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado que o LPS pode reprogramar
macrofagos M2 para o perfil M1 (AUTHIER et al.,, 2008; MAJOR; FLETCHER;
HAMILTON, 2002; STOUT et al., 2005). Nesse sentido, buscou-se avaliar se 0 PCX
poderia “reprogramar” macrofagos M2 para o fenétipo ativo M1. Para isso MDMOs
foram polarizados para o perfil M2 com IL-4 e entdo estimulados com PCX. Nos
macrofagos estimulados com IL-4 foi detectado aumento progressivo na expressao
de cd206 (marcador M2) as 6 e 24 horas apds o estimulo. Nenhuma diferenca foi
detectada na expressdo de inos (marcador M1) nesse grupo (figura 14, linha
tracejada). Contudo, quando o PCX foi adicionado 6 horas apés o estimulo com IL-4
(figura 14, seta) a expressao de cd206 foi reduzida enquanto a expressao da inos foi
estimulada (figura 14, linha compacta). Em seguida, foi testado o efeito do PCX em
macréfagos completamente diferenciados para o perfil M2. Para isso, MDMOs foram
estimulados com IL-4 por 24 horas, as células foram entdo lavadas e reestimuladas
apenas com IL-4 (como controle) ou com IL-4 mais PCX por mais 24 horas (figura 15
A). Nessas condicBes pode-se observar que macréfagos M2 subsequentemente
estimulados com PCX apresentam uma reducdo na expressdo de marcadores M2
(CD206, CCL22 e IGF-1) e exibem aumentada producéo de citocinas inflamatorias
(TNF-qa, IL-6, IL-12, CXCL1/KC) e de o6xido nitrico mediada pela iNOS mensurado
indiretamente na forma de nitrito (figura 15 B-E e figura 16 A-E). Estes achados
demonstram que o PCX efetivamente pode reprogramar macrofagos M2 para o perfil

M1.
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Figura 14. Paclitaxel (PCX) reprograma macrofagos M2 para o perfil M1.
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Para estudar o efeito do PCX na plasticidade dos macréfagos, macréfagos derivados
da medula 6ssea (MDMOs) foram polarizados para um perfil M2 com IL-4 (10
ng/mL) por 24 horas (linha tracejada). Em outro grupo, apés 6 horas de incubacao
com IL-4 (10 ng/mL), o PCX (30uM) foi adicionado a cultura (seta) que foi mantida
por mais 18 horas (linha compacta). Os niveis de mMRNA cd206 (marcador M2) e
inos (marcador M1) foram quantificados por RT-PCR as 6 e 24 horas. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os valores sdo apresentados como

média + desvio padrao, *P<0,05.
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Figura 15. Paclitaxel (PCX) reduz a expressdo de marcadores M2 em

macréfagos previamente polarizados para perfil M2 com IL-4.
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(A) Representacdo esquematica do desenho experimental: Macrofagos derivados da
medula 6ssea (MDMOs) foram polarizados para o perfil M2 com IL-4 (10 ng/mL) por
24 horas. As células foram entdo lavadas e cultivadas com apenas com IL-4 (10
ng/mL) ou meio (controle) ou foram concomitantemente estimuladas com PCX mais
IL-4 por mais 24 horas. Células ndo estimuladas foram utilizadas como controle
negativo. (B) Painéis representativos demonstram as mudancas no porcentual de
células F4/80"CD206* analisados por citometria de fluxo. (C) Quantificacdo dos
resultados apresentados no painel B. No sobrenadante da cultura foi quantificado a
concentracdo de marcadores caracteristicos de macréfagos M2: (D) CCL22 e (E)
IGF-1. Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores sé&o

apresentados como média + desvio padrao, *P<0,05.
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Figura 16. Paclitaxel (PCX) aumenta a producdo de marcadores M1 em

macrofagos previamente polarizados para o fenétipo M2 com IL-4.
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Macrofagos derivados da medula 6ssea (MDMOSs) foram polarizados para o perfil
M2 com IL-4 (10 ng/mL) por 24 horas. As células foram entdo lavadas e cultivadas
com apenas com IL-4 (10 ng/mL) ou meio (controle) ou foram concomitantemente
estimuladas com PCX mais IL-4 por mais 24 horas. Células ndo estimuladas foram
utilizadas como controle negativo. No sobrenadante da cultura foi quantificada a
concentracdo de marcadores caracteristicos de macrofagos M1: (A) TNF-a, (B) IL -6,
(C) IL-12p40, (E) CXCL1/KC e nitrito. Os experimentos foram realizados em triplicata

e os valores séo apresentados como media + desvio padrdo, *P<0,05.
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5.5 Paclitaxel (PCX) reprograma o perfil dos macrofagos associados ao

tumor (TAMs) para o perfil M1

Em seguida, foi investigado se os efeitos do PCX sobre a plasticidade dos
macrofagos obtidos in vitro eram reproduziveis em condi¢cdes in vivo no
microambiente tumoral. Nesse sentido, camundongos portadores de cancer de
mama (4T1) foram tratados com PCX ou salina e as populacdes de macrofagos M1
e M2 infiltradas no tumor foram analisadas. Pode-se constatar que o tratamento com
PCX reduziu a percentagem de TAMs com perfil M2 (F4/80+CD206+) sem afetar a
proporcao de macréfagos no tumor (F4/80+) (figura 17 A-C). Além disso, a anélise
de expressdo génica de TAMs purificados do tumor revelou que o tratamento com
PCX altera a assinatura do perfil M2 (cd206, relma, mmp9 and argl) para o perfil
antitumoral M1 (ll12, inos and 116) (figura 17 D). Esses dados sugerem que 0O
tratamento com PCX pode reverter o fenétipo supressor M2 de macréfagos

infiltrados no tumor para o perfil M1.
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Figura 17. Paclitaxel (PCX) reprograma macrofagos associados ao tumor (TAMs) do

tipo M2 para o perfil M1.
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Camundongos BALB/c portadores de tumor mama (4T1) foram tratados com salina
ou PCX (10 mg/kg, i.p., a cada 8 h, foram realizadas o total de 3 aplicacdes). Os
tumores foram processados e o perfil fenotipico dos macrofagos associados ao
tumor (TAMs) foi analisado por citometria de fluxo e gRT-PCR. (A) Painéis
representativos demonstram as mudancas no porcentual de TAMs F4/80*CD206* no
microambiente tumoral de acordo com o tratamento. (B) Porcentagem de TAMs
(células F4/80%) na suspensdao de células tumorais. (C) Quantificacdo dos resultados
de apresentados no painel A. (D) O mapa de calor apresenta os resultados da
analise de expressdo génica de marcadores M1 (1112, inos e IL6) e M2 (cd2016,
Relma, mmp9 e Argl) em TAMs isolados de tumores de camundongos tratados com
salina (S) ou PCX (P) analisados por qRT-PCR, o vermelho escuro representa maior
expressdo, enquanto o azul menor expressdo. Os genes apresentados foram
hierarquicamente agrupados atraves da correlacdo de Pearson. Os dados sao

apresentados como médias * desvio padrao, *P <0,05.
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5.6 Paclitaxel (PCX) promove regressao tumoral através da polarizacdo de

TAMs para perfil M1 via TLR4

As evidéncias até aqui apresentadas suscitaram se o efeito imunomodulador
do PCX sobre o fenotipo dos TAMs contribuiria para a sua eficacia terapéutica. O
melanoma cutaneo é um tumor agressivo que apresenta usualmente resisténcia a
guimioterapia antiproliferativa. No entanto, tem-se evidenciado que esse tumor seria
mais sensivel a imunoterapia (DAVAR; TARHINI; KIRKWOOD, 2013). Nesse
sentido, para avaliar o potencial terapéutico do efeito imunomodulador do PCX,
camundongos WT e TLR4 knockout portadores de melanoma (B16) foram tratados
com PCX ou salina. O tratamento com PCX reduziu o crescimento tumoral nos
animais WT, todavia seu efeito nos animais TLR4 knockout foi menos efetivo (figura
18 A-B). E importante destacar, que o efeito antiproliferativo do PCX nos animais
TLR4 knockout e WT foi similar, uma vez que, a redugdo na contagem total de
leucocitos apos o tratamento com PCX foi igual em ambos os grupos (figura 18 C).
Além disso, confirmando os achados anteriores, foi observado uma reducdo na
percentagem de TAMs (CD45+CD11b+F4/80+) que expressdo CD206 (marcador
M2). No entanto, esse efeito ndo foi observado nos animais TLR4 knockout (figura
19 A-D) sugerindo que o mecanismo de ag¢do imune do PCX envolve a polarizagao
de TAMs via TLR4. Macrofagos infiltrados no tumor séo principalmente oriundos de
monaocitos circulantes (CD45+CD11b+Ly6C+) que diferenciam-se a macréfagos no
microambiente tumoral e passam a expressar F4/80 e MHCIlI (BRONTE; MURRAY,
2015). Assim sendo, nos investigamos o efeito do PCX nos subtipos
imaturos/maduros de macrofagos infiltrados no tumor. Inicialmente, foi observado

que o tratamento com PCX aumentou a percentagem de leucécitos (CD45+) e
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células mieldides no tumor (CD45+CD11b+) (figura 20 A-B). O infiltrado de células
mieldides foi primariamente composto de TAMs maduros (MHCII*F4/80*Ly6C"), com
uma pequena quantidade de TAMs imaturos (MHCII*F4/80*Ly6C*) e mondcitos
inflamatorios (MHC+F4/80Ly6C*). Embora o tratamento tenha aumentado a
porcentagem de mondcitos, no tempo avaliado, essas células ndo expressaram
marcadores de diferenciagdo como MHCII ou F4/80 (figura 20 C-G). Em seguida,
para caracterizar o estado de polarizacdo dessas células foi avaliada a expresséo do
CD206 (marcador M2). Foi constatado que a maior parte das células mieldides
(CD45+CD11b+) que expressam CD206 sdao TAMs maduros (CD11b*F4/80*Ly6C")
(figura 21 A-C). Ressalta-se, que o tratamento com PCX reduziu a expressado de
CD206 e aumentou MHCII principalmente nos TAMs maduros (CD11b*F4/80*Ly6C")
comparado ao controle (figura 21 D).

Os resultados apresentados até aqui sugerem que parte do efeito terapéutico
do PCX deve-se a reprogramacao do fendtipo supressor de TAMs maduros
infiltrados no tumor via TLR4. Para confirmar essa hipotese foi criado um animal com
a delecdo condicional do gene TIr4 especificamente nas células mielbides (ex.
Macréfagos; LysM-Cre*/TLR4") (figura 22 A-B). Inicialmente, buscou-se comprovar
a delecdo do TLR4 nas células miel6ides. Para isso, MDMOs de camundongos
LysM-Cre*" e LysM-Cre*"/TLR4% foram estimulados com LPS ou PCX e os niveis
de citocinas inflamatorias foram dosadas no sobrenadante. De fato, os MDMOs dos
camundongos LysM-Cre*/TLR4" exibiram niveis reduzidos de TNF-a e IL-6 no
sobrenadante da cultura em comparagdo com LysM-Cre*- (figura 22 C-D). Em
seguida, corroborando com a hipétese inicial do presente estudo, constatamos que
nos animais LysM-Cre* /TLR4" portadores de melanoma o efeito do PCX foi

significativamente menor quando comparado ao controle (figura 23 A-B). Em
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conjunto, esses dados sugerem que o PCX modula a resposta imune no
microambiente tumoral via ativacdo de TLR4 guiando diretamente TAMs para um
perfil menos imunotolerante, e esse efeito pode contribuir para a eficacia terapéutica

do PCX.

Figura 18. TLR4 contribui para o efeito antitumoral do paclitaxel (PCX) através de
um mecanismo independente de sua acéo antiproliferativa.
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Camundongos C57BL/6 (WT e TLR47) portando melanoma (B16) foram submetidos
ao tratamentos com salina ou PCX (10 mg/kg, i.p.). (A-B) Curvas de crescimento
tumoral, as setas indicam os dias em que foram administrados o PCX ou salina. (C)
contagem de total de leucdcitos no sangue de camundongos WT e TLR4 tratados
com salina ou PCX. Os dados sdo apresentados como médias * desvio padréo, *P
<0,05.
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Figura 19. TLR4 é essencial para o paclitaxel (PCX) polarizar macrofagos

associados ao tumor (TAMs) com perfil M2 para o perfil M1.
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Camundongos C57BL/6 (WT e TLR47) portadores de melanoma (B16) foram
tratados com salina ou PCX (10mg/kg, i.p. 3x). Os tumores foram processados e o
perfil fenotipico dos macréfagos associados ao tumor (TAMs) foi analisado por
citometria de fluxo: (A) Painéis representativos demonstram as mudang¢as no
porcentual de TAMs CD45*CD11b*F4/80*CD206* de acordo com o tratamento. (B)
Quantificagdo dos resultados apresentados no painel A. (C) Histograma
representativo comparando o MFI do CD206 em TAMs (CD45*CD11b*F4/80%) dos
tumores de camundongos WT e TLR4”7 tratados com salina ou PCX. (D)
Quantificacéo dos resultados apresentados no painel C. Os dados séo apresentados

como médias + desvio padrédo, *P <0,05.
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Figura 20. Paclitaxel (PCX) aumenta o infiltrado de células mieléides no tumor (PCX).
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Camundongos com melanoma (B16) foram tratados com solucao salina ou PCX (10
mg/kg, i.p., 3x). Os tumores inteiros foram processados para posterior analise das
subpopulacdes de células mielddes por citometria de fluxo. (A-B) Analise de
linfécitos infiltrados no tumor (CD45%) e células mieldides (CD11b*). (C-E) Estratégia
para identificacdo dos seguintes subtipos de células mieldides: TAMs maduros
(CD11b*MHCII*F4/80*Ly6C), TAMs imaturos (CD11b*MHCII*F4/80*Ly6CH),
mondocitos inflamatérios (CD11b*MHCII*F4/80'Ly6C*) e mondcitos (CD11b*MHCII-
F4/80Ly6C*). (F) Quantificacdo dos resultados de acordo com a estratégia
apresentada no painel D. (G) Quantificacdo dos resultados de acordo com a

estratégia apresentada no painel E. Os dados sdo apresentados como meédias +

desvio padréo, *P <0,05.
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Figura 21. Paclitaxel (PCX) reduz a expressao do CD206 especificamente em TAMs

maduros.
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Camundongos com melanoma (B16) foram tratados com solucao salina ou PCX (10
mg/kg, i.p., 3x). Os tumores inteiros foram processados para posterior analise das
subpopulacdes de células mielédes por citometria de fluxo. (A) Estratégia para
identificar o perfil de células mieldides que expressdo CD206. (B) Quantificacdo dos
resultados de acordo com a estratégia apresentada no painel A. (C) Nimeros totais
(E) Gréficos de
histograma comparando a expressao de CD206 e MHCII nos diferentes subtipos de
TAMs (F4/80*Ly6C),
(F4/80*Ly6C™") e mondcitos (F4/80'Ly6C*). Os dados séao apresentados como médias

de macréfagos maduros/imaturos que expressam CD206.
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* desvio padrao, *P <0,05.
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Figura 22. Geragdo de camundongos condicionais deficientes de TLR4 em

células mieldides.
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(A) Esquema de criacdo de camundongos condicionais: Camundongos LysM-Cre*"
ITLR4"- heterozigotos da geracdo F2 foram cruzados com camundongos TLR4-
floxed homozigotos (TLR4"M) para criar os camundongos com o genétipo desejado
(LysM-Cre*"/TLR4". Os camundongos controle LysM-Cre*- foram produzidos
cruzando animais LysM-Cre** homozigotos com camundongos C57BL/6 WT. (B)
Resultados representativos da genotipagem realizada por PCR: 1. Os camundongos
LysM-Cre*- foram identificados por PCR que originou duas bandas a 700 bp e 350
bp; 2. Os camundongos homozigotos para TLR4-floxed foram reconhecidos por
PCR, apresentando uma unica banda a 285 bp. Para confirmar a delecdo de TLR4
em macréfagos, MDMOs de camundongos LysM-Cre*- e LysM-Cre*-/TLR4" foram
estimulados com LPS (100 ng/mL) ou PCX (30 uM) e apés 24h a produgéo de
marcadores M1 no sobrenadante foi quantificada por ELISA: (C) TNF-a e (D) IL-6.
Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores sédo apresentados como

média + desvio padrao, *P<0,05.
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Figura 23. Ativacdo dos receptores TLR4 nos macréfagos associados ao tumor
contribui para o efeito antitumoral do paclitaxel (PCX).
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Camundongos condicionais com deficiente expressdo de TLR4 em macréfagos
(LysM-Cre*~/TLR4"") e o respectivo controle (LysM-Cre*-) foram submetidos a
injecdo por via subcutanea de células de melanoma murinho (B16) apds 6 dias
foram tratados com salina ou PCX (10mg/kg, i.p.). (A-B) S&o apresentadas as curvas
de crescimento tumoral, as setas indicam os dias em que foram realizadas a
administrac@o de salina ou PCX. Os dados sdo apresentados como médias + desvio
padrao, *P <0,05.
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5.7 Paclitaxel (PCX) altera a assinatura imunolégica de genes no

microambiente tumoral

Em seguida, foi avaliado se os dados pré-clinicos aqui apresentados
poderiam ser estendidos para pacientes. Essa translacao foi baseada nos seguintes
critérios: 1. Obter dados de pacientes com céancer tratados com PCX como
monoterapia; e 2. Obter dados de tumores sensiveis a imunoterapia. No cancer de
ovario o PCX é utilizado como primeira linha de tratamento e, de acordo com
achados recentes, seria potencialmente sensivel a imunoterapia (GONZALEZ-
MARTIN et al., 2014; ZHU, 2017). Portanto, foi realizada uma andlise de
bioinformética de uma base de dados contendo o transcriptoma de bidpsias de
tumor de ovario realizadas antes e 3 ciclos apds o tratamento com PCX
(GSE15622). A andlise de enriqguecimento génico (GSEA) com foco numa colecao
de assinaturas imunolégicas (immuneSigDB), mostrou que tratamento com PCX
infrarregulou grupos de genes ligados a “células T CD4+ de memdria“, “células
dendriticas CD11b+” e “células CD4+FOXP3+” (figura 24 A). E importante destacar,
que foi observado um aumento significativo no enriquecimento de genes ligados a
macrofagos com fendtipo M1 “macréfago estimulado com INFg” e “macréfago
estimulado com INFg mais PAM3Cys” apos o tratamento com PCX (figura 24 B-C).
Estas assinaturas mostraram padrdes similares aos observados nos tumores dos
animais tratados com PCX e demonstram a potencial relevancia clinica dos achados

experimentais aqui apresentados.
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Figura 24. Analise de enriquecimento de conjunto de genes (AECG) da resposta ao
paclitaxel (PCX) em pacientes com cancer de ovario.
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O perfil de expressao génica de biopsias de cancer do ovario humano obtidas antes
e apos 3 ciclos de quimioterapia com PCX (GSE15622) foi explorado através de
uma analise de enriquecimento de conjunto de genes (AECG) com foco na colecéo
de assinaturas imunoldgicas (immuneSigDB) composta de um conjuntos de genes
gue representam tipos celulares, estados e perturbacdes dentro do sistema
imunologico. (A) Apresenta o conjunto de genes enriquecidos no grupo poés-
tratamento com PCX vs. pré-tratamento, o escore de enriquecimento (EE) é indicado
no eixo X. (B) Apresenta o EE para conjunto de genes disponibilizado pelo GEO
dataset sob 0 no. GSE35825 - UNTREATED_VS_IFNG_STIM_MACROPHAGE_DN
e (C) GSE11064 - UNTREATED_VS_IFNG_PAM3CYS_STIM_MAC_UP
comparando 0s grupos pos-tratamento com PCX vs. pré-tratamento; a curva verde
mostra o EE para o conjunto de genes classificados. Os mapas de calor de cada
GEO dataset foram construidos a partir da expressdao dos 23 genes mais
significativamente classificados com base na razdo de ruido no sinal (do inglés

signal noise ration), o vermelho representa maior expressao, enquanto o azul menor
expressao.
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6. DISCUSSAO

O PCX é uma droga extensivamente utilizada no tratamento de varios tipos
de tumores solidos devido a sua reconhecida acéao antiproliferativa (WEAVER,
2014). No entanto, no presente estudo apresentamos um conjunto de evidéncias
gue indicam que o efeito antitumoral do PCX, ao menos em parte, ocorre através da
modulacdo da resposta imune. Nesse sentido, foi demonstrado que o PCX
reprograma macrofagos com perfil imunotolerante M2 para um fenétipo ativo M1 por
meio da ativacdo dos receptores TLR4. Esse efeito, foi reproduzido in vivo e a
reprogramacao dos TAMs do perfil M2 para M1 foi associada a eficacia da resposta
antitumoral do PCX. Além disso, apresentamos evidéncias de que esses achados
podem ser estendidos aos humanos, uma vez que, amostras de tumores de
pacientes tratados com PCX mostraram enriquecimento de genes ligados a
macréfagos do tipo M1. Essencialmente, nossos dados demonstraram um
mecanismo de acdo ainda néo apreciado do PCX.

Um conjunto de novas evidéncias tem indicado que a eficacia terapéutica de
varias drogas antineoplasicas classicamente utilizadas na préatica oncolégica, esta
associada também a capacidade de seus principios ativos modularem a resposta
imune no microambiente tumoral (GHIRINGHELLI et al., 2004; GOEL et al., 2017;
LADOIRE et al., 2011; ZITVOGEL et al.,, 2013). Por exemplo, o tratamento com
ciclofosfamida subverte diretamente as fun¢des imunossupressoras das células Treg
(GHIRINGHELLI et al., 2004). A quimioterapia neoadjuvante com antraciclinas
aumenta a relacdo CD8/Treg no tecido tumoral (LADOIRE et al., 2011). Ainda, o
tratamento com ciclofosfamida, gemcitabina ou oxaliplatina efetivamente aumenta a

antigenicidade das células tumorais via expressdo do MHC-I (LIU et al., 2010).
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Nesse contexto, 0 PCX destaca-se como uma importante droga antineoplasica, a
qual tem sido atribuida propriedades imunoestimulatérias, via ativacdo do TLR4 (LI
et al.,, 2015; PERERA et al., 2001; RESMAN et al., 2014; TLR et al., 2008). No
entanto, como a ativacdo do TLR4 pelo PCX poderia influenciar a resposta imune no
microambiente tumoral ainda era desconhecida. Dessa forma, no presente estudo,
investigamos o efeito LPS-mimético do PCX sobre a plasticidade dos macrofagos
associados ao tumor (TAMsS) e o impacto desse mecanismo sobre a eficacia
antitumoral dessa droga.

Foi identificado que o PCX induz a polarizacdo de macrofagos para o perfil
M1, via sinalizacdo TLR4/NF-kB. De fato, macréfagos expostos ao PCX exibiram
aumento de marcadores M1 e esse efeito ndo foi reproduzido em células com
expressao deficiente para TLR4. Ainda, foi observado que o estimulo com PCX
aumentou a atividade do NF-kB em macréfagos, um efeito que foi inibido pelo
antagonista de TLR4 (LPS-RS), corroborando com a descrita atividade LPS-
mimética do PCX. A acdo do PCX em células apresentadoras de antigenos (APCs)
ja havia sido previamente explorada. Pfannenstiel et al. demonstraram que o PCX
via TLR4 aumenta a maturacdo de células dendriticas in vitro. Ainda, de acordo com
esses autores o PCX aumentou, nessas células, a expressdao de molécula co-
estimuladoras, producao de IL-12 e a capacidade de induzir ativacéo de linfécitos T
CD8 (PFANNENSTIEL et al., 2010). Estes achados reforcam o potencial
imunoestimulador do PCX.

O complexo equilibrio entre inflamacéo e resolugcao esta fortemente ligado a
plasticidade funcional dos macrofagos (MURRAY et al.,, 2014). A fim de
reestabelecer a homeostasia tecidual, macréfagos podem progressivamente mudar

seus fenotipos e adquirir inclusive fungcbes opostas, nos chamados macrofago pro-
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inflamatorio M1 ou anti-inflamatério M2 (STOUT et al., 2005; WANG; LIANG; ZEN,
2014). Uma versao estendida do estado de ativacdo dessas células descreve 0s
perfis M1 e M2 como extremos de um espectro funcional composto por M1 e ao
menos trés subtipos de M2: M2a (relativo a exposicéo a IL-4 ou IL-13), M2b (relativo
a exposicado a complexos imunes mais IL-1 ou LPS), e M2c (relativo a exposicao a
IL-10, TGF-B ou glicocorticoides) (MANTOVANI et al., 2004; MOSSER; EDWARDS,
2008; MURRAY et al., 2014). A diversidade de subtipos é resultado de uma intricada
rede de sinalizacdo que produz assinaturas génicas distintas. No presente estudo, a
polarizacdo de macréfagos com IL-4 produziu o subtipo M2a.

Para inducao desse fenotipo, a sinalizagdo do fator de transcricdo STAT6 €
essencial, por outro lado, a polarizagcdo de macréfagos para o sentido M1 induzida
por agonistas de TLRs envolve principalmente o NF-kB (WANG; LIANG; ZEN, 2014).
De fato, pode-se constatar que o tratamento com PCX reduziu os niveis de STAT6
fosforilado, e assim, bloqueou a polarizacdo de macréfagos no sentido M2 induzida
por IL-4, ao passo que guiou essas mesmas células para o perfil M1 via sinalizagcéo
mediada pelo NF-kB. De maneira semelhante, a fosforilacdo do STAT6 foi inibida em
linfécitos B quando expostos concomitantemente a IL-4 e LPS (SCHRODER et al.,
2002). Estes achados sugerem que o PCX via TLR4/NF-kB pode exercer um efeito
antagonista a polarizacdo de macrofagos no sentido M2 mediada pela sinalizacdo
IL-4/STATG.

Diferentemente dos linfocitos, cuja ativacao resulta na diferenciacao final das
células aos fenotipos Thl, Th2 ou Thl7, por exemplo, os macréfagos sdo células
plasticas capazes de ajustar seu fenétipo de acordo com os estimulos prevalentes
em determinado ambiente (BISWAS; MANTOVANI, 2010). Prévios estudos, ja

haviam demonstrado que macrofagos M2 estimulados com LPS podem ser
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reprogramados para o perfii M1 (AUTHIER et al.,, 2008; MAJOR; FLETCHER,;
HAMILTON, 2002; STOUT et al., 2005). Esse fato suscitou o interesse em investigar
se 0 PCX também poderia reprogramar macrofagos com fenotipo M2 para o perfil
M1. Notadamente, o tratamento com PCX direcionou a polarizacdo de macrofagos
M2 para o sentido M1. Esses dados indicam que o PCX, de maneira similar ao LPS,
pode reprogramar macréfagos guiando células com fenétipo M2 para o perfil M1 via
TLRA4.

No microambiente tumoral, os TAMs adotam fenotipo imunossupressor do
tipo M2 e contribuem para a progressao tumoral (BISWAS; MANTOVANI, 2010;
WANG; LIANG; ZEN, 2014). Dessa forma, decidimos investigar o efeito do
tratamento com PCX sobre o fenotipo dos TAMs. Foi observado que os TAMs
isolados de tumores de camundongos tratados com PCX mostraram uma reducao
de marcadores M2 e esse fato foi associado a diminuicdo do crescimento tumoral.
No entanto, esse efeito ndo foi reproduzido nos animais TLR4 knockout total ou com
delecéo condicional do TLR4 nas células mieldides (ex. Macréfagos). Varios estudos
demonstraram que os TAMs podem influenciar na resposta a quimioterapia
antineoplasica (DE PALMA; LEWIS, 2013; MANTOVANI et al.,, 1979; NOY;
POLLARD, 2014). Mantovani e colaboradores demonstraram que a deplecéo de
macrofagos reduz a eficacia do tratamento com doxorubicina em animais com
leucemia ou linfoma (MANTOVANI et al., 1979). Mais recentemente, foi
demonstrado que a ativacdo de macrofagos pelo tratamento com inibidores da
histona deacetilase de classe lla melhora a eficacia da quimioterapia e da
imunoterapia com os inibidores de checkpoint em camundongos com cancer de

mama (GUERRIERO et al., 2017).
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De fato, a reprogramacdo de macréfagos pode efetivamente produzir uma
resposta antitumoral por meio da: 1. secrecdo de citocinas, espécies reativas de
oxigénio e oxido nitrico que medeiam a apoptose de células tumorais; 2. producao
de quimiocinas para atrair linfocitos T citotoxicos; e 3. por meio da fagocitose de
células neoplasicas (MAJETY et al., 2018). Entretanto, vale ressaltar que, no
microambiente tumoral, componentes da resposta imune podem apresentar efeitos
pleiotrépicos e algumas vezes contraditorios. Por exemplo, embora a IL-6 seja
produzida por macréfagos com fendétipo M1, a expressdo dessa citocina tem sido
associada com pior prognaéstico clinico em pacientes com cancer (CHOUDHARY et
al., 2016). O presente estudo, ndo focou em investigar o papel da IL-6 no efeito
antitumoral do PCX, sua producdo foi usada apenas como um marcador de
diferenciacdo entre macréfagos M1 e M2. Contudo, considerando que TAMs
polarizados para o perfil M1 produzem uma significativa resposta anti-tumoral (GUO
et al., 2016; LIZOTTE et al., 2014; PYONTECK et al., 2013), acreditamos que na
presente condicdo experimental a IL-6 derivada de macrofagos M1 ndo exerce um

efeito pré-tumorigénico relevante.

Sabe-se que o0s receptores TLRs desempenham um papel critico na
orquestracdo da imunidade antitumoral (APETOH et al., 2007; DAVIS et al., 2011;
FANG et al.,, 2014). Em conformidade com essa afirmacdo observamos que 0s
animais TLR4 knockout total e os animais com a delecéo condicional do TLR4 nas
células mieldides apresentaram similar aumento no crescimento tumoral quando
comparados aos controles, respectivamente. Vale ressaltar, que o resultado
observado no animal condicional € uma demonstragdo que a ativacdo do TLR4 nos
macréfagos € importante para controlar o crescimento tumoral. A fungéo inata dos

receptores TLR €& reconhecer “sinais de perigo”, como componentes da parede
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bacteriana (padr6es moleculares associados a patégenos — PAMPS) ou ligantes
endogenos liberados apds dano ou morte celular (padrées moleculares associados a
danos - DAMPS) e montar uma resposta imune (APETOH et al., 2007; DAVIS et al.,
2011; FANG et al., 2014; MCCARTHY et al., 2014).

William B Cloley demonstrou, no inicio do século XIX, que a injecdo de uma
mistura de bactérias patogénicas mortas poderia reduzir o crescimento de tumores
de pacientes com sarcomas inoperaveis (MCCARTHY, 2006). Posteriormente, o
LPS foi isolado e descrito como agente ativo da toxina de Coley (SHEAR; TURNER,
1943). Nas décadas seguintes, varios trabalhos demonstraram que LPS como
monoterapia ou em combinacdo com outras terapias poderia ativar a imunidade
antitumoral (CHICOINE et al., 2007; DAVIS et al.,, 2011; GOTO, 1996). Goto e
colaboradores, demonstraram que o tratamento de pacientes com cancer com
injecdo local de LPS e ciclofosfamida induziu uma continua liberacdo de citocinas
(TNF-a e IL-6) e estimulou uma resposta antitumoral com menor toxicidade (GOTO,
1996). Notadamente, em pacientes com cancer de mama tratados com PCX foi
observado um aumento nos niveis séricos de IL-6 e IL-8, indicando o efeito pro-
inflamatoério do PCX em humanos (PUSZTAI et al., 2004). De acordo com esses
achados, no presente estudo demonstramos que pacientes tratados com PCX
apresentam um enriguecimento de genes ligados a macréfagos com fen6tipo M1 no
microambiente tumoral. Esses dados sugerem que o PCX, de forma similar ao LPS,
produz uma resposta antitumoral através da estimulacdo da resposta imune. No
entanto, embora as evidéncias produzidas in vitro nesse estudo indiguem uma acao
direta do PCX no receptor TLR4, ndo excluimos, in vivo, um possivel envolvimento
indireto de DAMPs e PAMPs na ativacao dos receptores TLR4.

Em resposta ao tratamento quimioterapico, células tumorais podem liberar

DAMPs, tais como a proteina de alta mobilidade B1 (HMGB1) que pode interagir
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com o TLR4 e induzir potente efeito adjuvante (APETOH et al., 2007; ZITVOGEL et
al., 2013). Outras evidéncias indicam que PAMPs oriundos da microbiota podem
modular a resposta imune antitumoral e a eficacia do tratamento antineoplasico
(ROY; TRINCHIERI, 2017; VIAUD et al., 2013). Por exemplo, o tratamento com
ciclofosfamida induziu a ruptura da barreira epitelial intestinal e a translocacao
bacteriana para o6rgédos linfoides secundarios, resultando na geragdo de uma
resposta imune antitumoral mediada por linfécitos Th17 (VIAUD et al., 2013). Sabe-
se que o efeito antiproliferativo do PCX também estd associado a toxicidade
gastrointestinal (BOUSSIOS et al., 2012). Logo, ndo descartamos a possibilidade de
que DAMPs ou PAMPs derivados da microbiota possam contribuir para os efeitos

imunomoduladores do PCX.
Vale ressaltar, que a ativacado do TLR4 pelo PCX pode ser uma faca de dois

gumes, uma vez que, essa sinalizacdo parece estar envolvida nos efeitos colaterais
do PCX, incluindo o desenvolvimento da dor neuropética (LI et al., 2015). Além
disso, foi demonstrado que a exposicao de macrofagos humanos e outras células a
PCX leva a um aumento das citocinas inflamatdérias via TLR4 (CASSIDY et al., 2002;
LI et al., 2015; RAJPUT; VOLK-DRAPER; RAN, 2013; WHITE et al., 1998), mas
outros estudos mostram o oposto (KAWASAKI et al., 2001; ZIMMER et al., 2008).
Coletivamente, nossos dados indicam que o efeito antitumoral do PCX, pelo
menos em parte, esta ligado a reprogramacédo de TAMs para um perfil menos
imunotolerante através da ativacdo dos receptores TLR4. Ainda existe a
necessidade de compreender os potenciais efeitos imunologicos do PCX no
contexto clinico. Portanto, sugerimos que a conversao de TAMs com fenétipo M2
para o sentido pro-inflamatorio M1 com PCX poderia ser explorado como uma
estratégia para aumentar a eficacia das imunoterapias usadas atualmente, e assim

melhorar os desfechos clinicos para pacientes com cancer.
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7. CONCLUSAO

O PCX também reduz o crescimento tumoral através da reprogramacao de
macrofagos com fendtipo M2 para o perfil antitumoral M1 via ativacdo dos

receptores TLRA4.

Paclitaxel

Células
tumorais

o 90 | e® o
0® oo ee ® . .
I Fenétipo M2 Fenétipo M1
IGF-1, CCL-22 I TNF, IL-13 M2>M1
Ureia Nitrito
Pro-tumoral Antitumoral

O PCX via TLR4 bloqueia a polarizacdo de macréfagos induzida por IL-4/STATS6,
aumenta a ativacdo do NF-kB e a produgdo de marcadores pro-inflamatérios em
TAMs, revertendo o fenétipo de TAMs do tipo M2 para o perfil M1 e essa atividade

imunomoduladora contribuiu para eficacia antitumoral do PCX.
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10 Abstract

12 Paclitaxel is an antineoplastic agent widely used to
13 treat several solid tumor types. The primary mecha-
14 nism of action of paclitaxel is based on microtubule
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