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Resumo

O cancer de mama apresenta histéria natural diversa, histologia complexa e com
incidéncia crescente nas Ultimas décadas. Atualmente, existem poucos tratamentos
para o cancer de mama horménio-dependente e as drogas comumente utilizadas estéo
intimamente associadas a graves efeitos colaterais que limitam sua utilizagdo. A
imunoterapia apresenta-se como uma vertente para o tratamento do céancer e cresce
cada vez mais 0 numero de pesquisas voltadas ao papel de receptores toll-like no
processo de carcinogénese. O P-MAPA é considerado um imunomodulador e atraves
de estudos experimentais e ensaios clinicos, este composto tem demonstrado exercer
atividade antiviral e antitumoral, aumentando a expressdo de citocinas, ativando
linfécitos e receptores toll-like. Assim, os objetivos do presente estudo foram
caracterizar e comparar os efeitos histopatolégicos e moleculares da imunoterapia com
P-MAPA associada ao Tamoxifeno no tratamento do cancer de mama induzido
guimicamente em ratas Sprague-Dawley (SD). Para o desenvolvimento deste trabalho,
fémeas SD foram divididas em sete grupos experimentais: 0s grupos 1-4 receberam
dose Unica do carcindbgeno 7,12- dimetil-benzoantraceno (DMBA) (80 mg/kg, i.g)
durante a primeira semana do experimento, enquanto os grupos 5-7 receberam dose
Gnica do veiculo da DMBA. A seguir, grupos 2 e 5 receberam doses do P-MAPA (5,0
mg/kg, 3x/semana, i.p) e do veiculo do Tamoxifeno (5x/semana). Os grupos 3 e 6
receberam doses do P-MAPA e do Tamoxifeno (100ug/kg, 5x/semana, s.c) e 0 grupo 4
recebeu as doses do Tamoxifeno e do veiculo do P-MAPA. Os grupos controles (1 e 7)
receberam as doses dos veiculos do P-MAPA e do Tamoxifeno. Ao final da 132
semana 0s animais foram eutanasiados e os tecidos mamarios normal e tumoral,
figado e rins foram removidos e submetidos as analises histopatoldgicas,
imunoistoquimicas e/ou moleculares. O periodo de laténcia para o desenvolvimento
tumoral foi maior no grupo G3 do que nos demais grupos iniciados, mas nao houve
diferenca significativa na taxa de incidéncia, multiplicidade e volume tumoral. Houve
aumento significativo do infiltrado inflamatoério nos tumores dos grupos G2, G3 e G4
quando comparado ao grupo G1. Nos tumores e no epitélio mamario normal, ndo
houve diferenca nos indices de proliferacao celular e na expressdo do RE-a frente aos
diferentes tratamentos. O indice apoptoético no epitélio tumoral foi significativamente
menor nos grupos G3 e G4 em relagdo ao grupo G1, ndo havendo diferenca entre os
grupos nao iniciados. No epitélio tumoral houve uma diminuigéo na expressédo do TLR2
e TLR4 em comparacdo ao epitélio mamario normal, porém sem alteracdo no padréo
de expressao frente aos diferentes tratamentos (G1-G7). Através da espectrometria de
massas foram identificadas 12 proteinas diferentemente expressas, sendo a maioria
proteinas de transporte e relacionadas com o aumento da condicdo de hipoxia.
Conclui-se, portanto, que a imunoterapia com o P-MAPA em associagdo com o
tamoxifeno foi capaz apenas de retardar o aparecimento inicial de tumores mamarios
com possivel papel no aumento da hipéxia tumoral.

Palavras-chave: carcinoma mamario, DMBA, Tamoxifeno, P-MAPA, receptores toll-
like.
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Abstract

The breast cancer has a diverse natural history, complex histology, and its incidence
has been increased in the last decades. Actually, there are few treatments against
hormone-dependent breast cancer and the drugs commonly used generate serious side
effects. The immunotherapy represents a new perspective to cancer treatment and
researches about the role of toll-like receptors in carcinogenesis have been increased.
In this context, P-MAPA is an important immunomodulatory, which has effectively
demonstrated antitumor activity by increasing cytokines expression and by stimulating
lymphocytes and toll-like receptors. The aims of this study were to characterize and
compare the histopathological and molecular effects of P-MAPA immunotherapy with
estrogenic receptor blocker (Tamoxifen) in the treatment of breast cancer chemically-
induced in rats. For this purpose, female Sprague-Dawley rats were allocated into six
experimental groups: the groups 1-4 received a single dose of 7,12- dimetil-
benzoantracene (DMBA) carcinogen (80 mg/kg, i.g) in the first experimental week, while
the groups 5-7 received a single dose of DMBA vehicle. After, groups 2 and 5 received
P-MAPA doses (5,0 mg/kg, 3x/week, i.p) and vehicle doses of Tamoxifen (5x/week,
s.c). The groups 3 and 6 received P-MAPA doses and Tamoxifen doses (100ug/kg,
5x/week, s.c) and the group 4 received Tamoxifen doses and P-MAPA vehicle doses.
The control groups (1 and 7) received the P-MAPA and Tamoxifen vehicles doses.
Animals were euthanized at the end of the 13" week. The normal mammary and
tumoral tissues, spleen, liver and kidneys were removed and subjected to
histopathological, immunohistochemical and molecular analysis. The tumoral latency
period was higher in the G3 group when compared to others. There was no difference in
the incidence, multiplicity and tumoral volume between the groups. The inflammatory
response in the mammary tumors was higher in groups G2, G3 and G4 when compared
to G1. The treatments did not alter the cellular proliferation and RE-a expression in the
normal and tumor mammary tissue. The apoptotic index was significantly lower in the
tumors of G3 and G4 groups than in G1 group. There was a significant decrease of
TLR2 and TLR4 expression in the tumor epithelium when compared to normal
mammary epithelium. However, the treatments did not alter the expression of these
receptors (G1-G7). The mass spectrometry identified 12 differently expressed proteins.
The most of them were transporters proteins and related with hypoxia increase. These
results suggest that P-MAPA immunotherapy associated with Tamoxifen decreased the
tumoral latency period with possible role in the tumoral hypoxia increase.

Key-words: mammary carcinoma, DMBA, Tamoxifen, P-MAPA, toll-like receptors.
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1 Revisao da Literatura

1.1 Cancer de mama

1.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

Atualmente, o cancer € a segunda causa de morte mundial, sendo que as
doencas cardiovasculares sdo a principal causa de 6bitos. De acordo com dados do
GLOBOCAN em 2012 ocorreram 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes
por cancer comparado com 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes em
2008 no mundo. Estima-se que a incidéncia nas préoximas décadas sera cada vez
maior, chegando a uma taxa de 20 milhées de novos casos ao ano antes de 2025
(Ferlay et al., 2015).

De acordo com o observado na populacdo mundial, o cancer de mama é o
segundo tipo de céancer mais comum, sendo o de maior incidéncia na populacéo
feminina. Para o ano de 2012, foram esperados 1,7 milhdes de novos casos
(equivalente a ¥4 de todos os canceres diagnosticados mundialmente nas mulheres) e
522 mil mortes por esta neoplasia em todo o mundo (Ferlay et al., 2015).

No Brasil, segundo dados fornecidos pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA),
foram estimados para o ano de 2016, 57.960 novos casos de cancer de mama com
risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 1). Desconsiderando os tumores
de pele ndo melanoma, o carcinoma mamario € o mais frequente nas mulheres das
regides Sul (74,3/100 mil), Sudeste (68,08/100 mil), Centro-Oeste (55,87/100 mil) e
Nordeste (38,74/100 mil) sendo, na regido Norte, a segunda neoplasia mais incidente
(22,26/100 mil) (INCA, 2016).
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Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Numeros arredondados para multiplos de 10. (Inca,
2016).

Como uma doenga altamente heterogénea e multifatorial, as neoplasias malignas
de mama possuem historia natural diversa, histologia e evolucdo genética complexa e
de resposta variavel as terapias convencionais (quimioterapia, braquioterapia e
radioterapia) (Parkin et al, 2005; Jemal et al., 2010; Ferlay et al., 2015). Entre os fatores
de risco para o desenvolvimento desta neoplasia, destacam-se a idade, estilo de vida,
0 uso de anticoncepcionais e terapia hormonal, histéria familiar, exposicao a radiacao
ionizante, alteracfes génicas e exposicdo acidental e/ou ocupacional a agentes
ambientais (Cutuli et al., 2001; Snedeker, 2001; Andrieu et al., 2006; Skol et al.,2016;
INCA, 2016).

Os eventos moleculares associados ao processo de carcinogénese mamaria,
incluindo a iniciagdo, promogao e progressao, ndo estdo bem estabelecidos e muitas
alteracdes genéticas tém sido descritas (Domchek et al., 2002; Poliak, 2007 Cuzick,
2010, Margan et al., 2016). Essas alteracdes compreendem mutacdes, amplificacdes e
delecBes génicas, envolvendo oncogenes e genes supressores tumorais como 0S
genes BRCA1/BRCAZ2, genes receptores de estrégenos (RE), receptores de prolactina
(RP) e erb-B2 (HER2/neu). Alteragdes nos genes como os da familia BRCA aumentam
em 50% a 80% o risco de desenvolver essa neoplasia (Singletary, 2003 Polyak, 2007,
Bouchardy et al., 2007; Cuzick, 2010, Margan et al., 2016).

A exposicdo prolongada aos hormonios sexuais femininos é considerada um dos
principais fatores de riscos enddcrinos. A taxa de incidéncia do cancer de mama
apresenta-se alta até os 50 anos (periodo que corresponde ao inicio da menopausa),

além disso, a nuliparidade e gravidez tardia (apés os 30 anos) aumentam
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significativamente o risco de desenvolver o cancer de mama, reforgcando a participacao
dos horménios femininos na etiologia da doenca (Antoniou, et al., 2003; Russo &
Russo, 2004; Skol et al., 2016).

A historica familiar € responsavel por aproximadamente 10% dos casos de cancer
de mama e, o estilo de vida como a pratica de atividade fisica e a alimentacdo
saudavel, estdo associadas a uma diminuicdo de 30% do risco de desenvolver o
cancer mamario (Singletary, 2003, INCA 2016).

O consumo de alcool e tabaco também esta associado ao aumento do risco de
desenvolver diversos tipos de cancer, entre eles o mamario. Ndo é bem estabelecido o
mecanismo pelo qual o consumo de alcool aumenta o risco para o desenvolvimento do
cancer de mama, mas, sugere-se que seu consumo altere os niveis hormonais, agindo
como desregulador neuroendocrino (Satcher, 2001; Harris, 2001; Russo & Russo,
2004; Liu et al.,, 2015a; Wang et al., 2015). O tabaco é composto por milhares de
substancias quimicas, incluindo os hidrocarbonetos arométicos policiclicos, os quais
sdo metabolicamente ativados formando adutos de DNA, com potencial mutagénico e
carcinogénicos para o tecido mamario (Satcher, 2001; Harris, 2001; Russo & Russo,
2004; Gaudet et al., 2013; Reynolds, 2013; Catsburg et al., 2015).

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém demonstrado que a exposicao
ambiental a agentes quimicos aumenta a incidéncia do cancer de mama. Essa classe
de compostos quimicos inclui, por exemplo, pesticidas, hexaclorobenzenos e bisfenadis.
Acredita-se que eles aumentem o risco do carcinoma mamario por mimetizar o
hormonio 17-B-estradiol e pelo fato das células do tecido mamario estarem expostas
diretamente a ele e aos seus metabdlitos ativos (Russo & Russo, 2004; Fernandez &
Russo, 2010; Fischer et al., 2016).

1.1.2 Sitio de origem, tipos e tratamento do cancer de mama.

O desenvolvimento da glandula mamaria humana inicia-se durante a fase
embrionaria, e no nascimento a mama consiste em uma estrutura primitiva, composta
por ductos que contém uma ou duas camadas de células epiteliais e uma camada de
células mioepiteliais.

Ao atingir a fase de puberdade ocorre o periodo de maior crescimento. Nessa

fase, os ductos se ramificam dando origem aos terminal end buds (TEBs), os quais
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também se ramificam formando estruturas alveolares chamadas de alveolar buds (AB).
Esses alvéolos sofrem progressivas ramificacdes onde, finalmente, ddo origem aos
I6bulos tipo 1 (Lob 1). O inicio da formacao desses I6bulos geralmente ocorre 1 ou 2
anos apos a primeira menstruacdo e € considerado o marcador da diferenciacdo da
glandula maméria. Os lébulos tipo 1 sofrem entdo graduais ramificacdes dando origem
aos lobulos tipo 2 que, da mesma forma, originam os Iébulos tipo 3. Assim, o tecido
mamario passa a conter trés tipos de lobulos: Lob 1; Lob 2 e Lob 3 (Russo & Russo,
1987; Russo & Russo 2004).

Entretanto, o completo desenvolvimento e a diferenciagdo da mama ocorrem
apenas no final da primeira gravidez, pois € quando os Iébulos tipo 3 dao origem ao
quarto tipo de l6bulo (Lob 4). Além disso, as porcentagens de Lob 2 e Lob 3 aumentam
significativamente em relacdo ao Lob 1 (Russo & Russo, 1987; Cardiff et al., 2000;
Russo & Russo 2004) (Figura 2).

O sitio de origem do tipo de cancer de mama mais comum, o carcinoma ductal,
ocorre no Lob 1 (Wellings, 1980; Russo et al., 2004). Ele é afetado mais facilmente por
processos pré-neoplasicos e neoplasicos por ele ser considerado uma estrutura
indiferenciada, originando uma neoplasia mais indiferenciada e agressiva. Em mulheres
nuliparas, poucos Lob 1 sofrem o processo de diferenciacdo, diferentemente do que
ocorre em mulheres que passaram pela gestacdo (Russo et al., 1994; Russo & Russo,
2004). As estruturas lobulares mais diferenciadas também séo afetadas por processos
neoplasicos, porém, originam tumores com malignidade inversamente relacionada ao
grau de diferenciacdo da estrutura, onde os Lob 2 originam carcinomas in situ, os Lob 3
originam principalmente lesdes benignas (cistos, adenomas e fibroadenomas) e os Lob

4 originam adenomas lactantes (Russo & Russo, 2004).
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Figura 2. Desenvolvimento da glandula mamaria. Sucessivas ramificagées ductais dao origem
aos TEBs, os quais também se ramificam formando os alvéolos (AB). Esses alvéolos sofrem
progressivas ramificagdes originando os lébulos tipo 1 (Lob 1) os quais originam os lobulos tipo
2 (Lob 2) e estes os lébulos tipo 3 (Lob 3). Apenas ao final da primeira gravidez ocorrem a
diferenciacdo e desenvolvimento completo da glandula mamaria onde os Lob 3 originam o0s
I6bulos tipo 4 (Lob 4). Fonte: Modificado de Cardiff et al., Oncogenesis., (19):968-88, 2000.

O cancer de mama é considerado uma doenca altamente heterogénea, seja a
nivel histolégico, genético, epigenético, proteico e/ou celular. Cada subtipo de
carcinoma mamario apresenta diferentes fatores de risco, comportamento clinico e
respostas variaveis as terapias, o que evidencia a complexidade dessa doenca e a
relevancia clinica da estratificacdo dos tumores mamarios. (Tang et al., 2008;
Pourteimoor et al., 2016; Dai et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existem aproximadamente 50
tipos histoldgicos de carcinoma mamario, colocando-o entre os tipos de cancer com
maior variabilidade morfoldgica. Os trés tipos histol6gicos mais comuns sao: carcinoma
ductal invasivo; carcinoma ductal in situ e carcinoma lobular invasivo (Figura 3)
(Lakhani et al., 2012; Pourteimoor et al., 2016).
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Figura 3. Classificacdo histoldgica dos tumores mamarios malignos segundo o American Joint
Committee on Cancer (AJCC) e o National Cancer Institute (NCI) 2015. Fonte:
http://www.cancer.gov e https://cancerstaging.org.
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Como a mama é por exceléncia um oOrgdo horménio-responsivo, além da
classificacdo morfolégica, as neoplasias malignas da mama sao divididas seguindo
uma classificacdo molecular, baseada em receptores hormonais, de crescimento e
marcadores de proliferacdo (Russo & Russo, 2004; Perou et al., 2011; Pourteimoor et
al., 2016; Dai et al., 2016).

Visto que o0s estrbgenos s&8o0 0S principais responsaveis por promover a
proliferacdo celular tanto no epitélio mamario normal como no tumoral, os tumores
mamarios sao, em geral, classificados em dois tipos: receptor de estrdgeno positivo
(RE+) e receptor de estrégeno negativo (RE-) (Matthews & Gustafsson, 2003).
Pacientes com tumores mamarios RE+ tém melhor progndstico e, geralmente, passam
por terapia enddcrina (Weigel & Dowsett, 2010; Baumgarten & Frasor, 2012).

Ainda seguindo a classificagdo molecular, os tumores mamarios RE+ e RE- sédo

agrupados em 4 subtipos:


http://www.cancer.gov/
https://cancerstaging.org/
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% Luminal (RE+): _luminal A: tumores com receptor de estrogeno positivo;
receptor de progesterona positivo (RP+); receptor de fator de crescimento
negativo (HER2-) e baixo indice do marcador de proliferacédo Ki-67.

luminal B: tumores com RE+, RP+, HER2+, alto indice de Ki-
67.

« HER2: tumores com alta expressédo de HER2, RE-, RP-

< Triplo negativo ou basal-like: tumores com RE-, RP-, HER2- e com
imunoreatividade para citoqueratinas (CTK5, CTK6, CTK14, CTK17) e receptor

do fator de crescimento epidermal positivo (EGFR+).

« Normal breast-like: tumores com forte expressdo de genes altamente
expressos no tecido adiposo e células ndo epiteliais, baixa expressao de genes

epiteliais luminais e forte expressao de genes epiteliais basais.

Os estrogénios e estrégenos enddgenos como estrona (El), estradiol (E2) e
estriol (E3) sdo hormoénios esterdides sintetizados nos ovarios e modulam o
crescimento, diferenciacdo e funcionamento de diversos tecidos, além de exercer
efeitos adversos no desenvolvimento de osteoporose, neoplasias malignas de mama,
endométrio e ovario (Segars et al., 1993; Lo & Sukumar, 2008). Em tecidos normais
(ndo-neoplasicos) a resposta biolégica aos estrégenos é controlada, por exemplo, por
mecanismos epigenéticos de regulacdo da expressédo génica (Segars et al., 1993; Lo &
Sukumar, 2008).

Nos mamiferos, a maioria dos efeitos bioldgicos dos estrégenos € mediada por
sua interacdo com dois subtipos de receptores de estrogenos (RE-a e RE-B) e seus
respectivos co-fatores (Bjornstrom & Sjoberg, 2005; Lo & Sukumar, 2008). Os REs
pertencem a uma familia de proteinas ligadas ao DNA que regulam a transcricdo de
diversos genes relacionados com o desenvolvimento de 6rgéos reprodutivos, regulacao
do ciclo celular, replicacdo do DNA, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e
progressao tumoral (Rondén-Lagos et al., 2016).

Ambos os subtipos de RE sdo encontrados no nucleo (maioria), citoplasma e

membrana celular (Matthews & Gustafsson, 2003; Rondon-Lagos et al., 2016).
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Enquanto o RE-a predomina no utero e glandula mamaria, o RE-B € encontrado
principalmente no sistema nervoso central, cardiovascular, imunolégico, trato
urogenital, 0ssos, rins e pulmao (Matthews & Gustafsson, 2003; Rondon-Lagos et al.,
2016).

Os REs orquestram a resposta intracelular transcricional e ndo-transcricional aos
estrogenos (Bjornstrom & Sjoberg, 2005; Ronddn-Lagos et al., 2016). Na via classica
de resposta estrégeno-receptor ha a ligacdo do estrogeno com os REs no nucleo com
subsequente ligacdo dos REs aos elementos de resposta ao estrogeno (ERE) na
regido promotora de genes alvos. Proteinas coativadoras (AIB1, CBP/300, PCAF) séo
recrutadas para se unirem a esse complexo ativando a transcricdo génica. Além dessa
via, os REs também podem modular a transcricdo génica sem interagir diretamente
com o DNA. Nessa via ocorre a interacdo do estrogeno ao RE o qual se une a
proteinas coativadoras. Esse complexo liga-se com fatores de transcri¢cdo (c-Fos e c-
Jun), para entdo se unir a regides promotoras (AP-1, Sp-1 e GATAl) ativando a
transcricdo de genes (Osbourne & Schiff, 2005, Dunn et al., 2010; Rondén-Lagos et al.,
2016) (Figura 4).

Classical
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Figura 4. Vias de resposta estrégeno-receptor. Na via classica o estrogeno (E) se liga ao
receptor de estrogeno (ER) com a subsequente ligagdo aos elementos de resposta ao
estrogeno (ERE) no promotor de genes alvos. Proteinas coativadoras (AIB1, CBP / P300,
PCAF, outros) séo recrutadas para esse complexo ativando a transcricdo génica. Na via ndo
classica a ligacdo do estrégeno ao receptor de estrogeno se liga a complexos coativadores e
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fatores de transcrigédo (c-Fos e c-Jun) unindo-se finalmente a regides promotoras para ativar a
transcricdo (AP-1). Fonte: Osborne & Schiff, J Clin Oncol, 23:1616-22, 2005.

O RE-a é um importante regulador do desenvolvimento fisiolégico da glandula
mamaria. As células que contém esse receptor bem expresso (15-30% das células do
tecido mamario normal) produzem fatores de crescimento que induzem a proliferacdo
de células vizinhas RE-negativas. No tecido tumoral a porcentagem de células RE-a
positivas aumenta sob estimulacdo autéloga ao invés da paracrina (Russo & Russo,
2004; Welboren et al., 2009; Rondoén-Lagos et al., 2016). O RE-B coexiste com o0 RE-a
nas ceélulas epiteliais mamarias, porém, em maiores quantidades, e também em outras
células como as mioepiteliais e as estromais do tecido mamario (Ikeda & Inoue, 2004;
Matthews & Gustafsson, 2003; Ronddn-Lagos et al., 2016). Apesar de nao se conhecer
a funcéo exata desses receptores nos tecidos mamarios normais, o RE-B parece ser
essencial para a diferenciacdo da glandula mamaria normal no rato (Nilsson et al.,
2001; Russo & Russo, 2004; Rondon-Lagos et al., 2016).

Dependendo do estadiamento clinico e do tipo histoldgico, é recomendada a
realizacdo da cirurgia parcial ou radical das mamas comprometidas. Além disso, a
radioterapia e a quimioterapia sdo aconselhadas para destruir as células
remanescentes apds a cirurgia ou para reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia
(INCA, 2016). As terapias (neo) adjuvantes tém se mostrado benéficas no tratamento
de cancer mamario com RE+, entre elas, a supressao ovariana, os inibidores de
aromatase e os bloqueadores da resposta estrogénica (Cleator et al., 2009).

Os agentes antiestrogénicos (Tamoxifeno e Raloxifeno) se ligam nos REs e
blogueiam a sua interacdo com os estrégenos enddgenos, ao passo que, os inibidores
de aromatases (Lestrozol e Anastrozol) bloqueiam a transformacédo de androgenos em
estrogenos ativos pela célula mamaria tumoral ou tecidos periféricos (Park & Jordan,
2002; Bush, 2007). Esses medicamentos sao utilizados no coquetel de quimioterapia
em pacientes com cancer de mama agressivo ressecado cirurgicamente (mastectomia
radical ou parciall com o objetivo de reduzir a recorréncia da doenca
(Katzenellenbogen & Katzenellenbogen, 2000; Bush, 2007).

@) tamoxifeno (1-[4-(2-dimethylamino-ethoxy)phenyl]-1,2—diphenylbut-1(Z)-eno)
(Figura 5) aprovado em 1977 pela US-Food and Drug Administration (FDA), € a droga
mais comumente utilizada para o tratamento do carcinoma mamario RE+ (Osborne,

1998; Howell et al., 2003). O tratamento com tamoxifeno aumenta a sobrevida das
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pacientes, o tempo de laténcia das neoplasias mamarias e também age como
quimiopreventivo em mulheres com alto risco de desenvolvimento dessa neoplasia
(Osborne, 1998; Howell et al., 2003; Moerkens et al., 2014).

HSC = (FHS
N

Figura 5. Estrutura molecular do Tamoxifeno. Fonte: https://www.mpbio.com/product.php?
pid=02156738.

O tamoxifeno € uma droga antagonista de estrégenos da familia dos Moduladores
Seletivos dos Receptores de Estrogenos (SERMs), os quais se ligam com alta
afinidade ao dominio de ligacdo do receptor de estrégeno impedindo sua ativacdo ao
bloguear a interacdo desse receptor com o0s estrégenos (Kojetin et al., 2008). Esse
efeito antiestrogénico é conhecido como antagonizagdo por competicdo pelos
receptores de estrégeno. Como os tumores RE-positivos sdo dependentes do estimulo
estrogénico para proliferacdo de suas células, a ligacdo do tamoxifeno aos REs impede
a propagacao do estimulo proliferativo (Howell et al., 2003; Cleator et al., 2009).

Além do efeito antiproliferativo, o tamoxifeno também estimula a apoptose atraves
da via mitocondrial por aumentar a concentracdo de Ca*? ionizado intramitocondrial e a
atividade da enzima O6xido nitrico sintase mitocondrial (MtNOS). Portanto, a
combinacdo dos efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos resulta na regressao do
namero de células tumorais mamarias estrogeno-dependentes (Mandlekar et al., 2000;

Nazarawicz et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de agédo do tamoxifeno (TAM) ou de seu metabdlito 4-hidroxitamoxifeno
(OHT), resultando na reducdo da proliferacdo celular e indugdo da apoptose. Fonte:
http://www.life.uiuc.edu/shapiro/TamoxifenApoptosis.html.

Embora o tamoxifeno seja a droga mais comumente utilizada, ele esta
intimamente associado a graves efeitos colaterais que limitam sua utilizagdo, como por
exemplo, um aumento significativo no risco de cancer de endométrio e de figado
(White, 1999; Kim et al., 2005, Conti et al., 2014; Zhang et al., 2016). Esse aumento no
risco € devido a um blogueio mdltiplo de REs que resulta em danos
mutagénicos/genotoxicos nesses oOrgdos-alvo sendo que a extensdo desses danos
depende da dose e do tempo de exposicdo ao tamoxifeno (White, 1999; Kim et al.,
2005; Brown, 2009).

Outros efeitos colaterais frequentemente relatados por pacientes em tratamento
com tamoxifeno sdo a anorexia, plaquetopenia, leucopenia, neutropenia, anemias,
hemorragias, endometriose, distirbios gastrintestinais, pancreatite, hepatite
esteatorréica, hipercalcemia, depresséo e alterac6es no sono (Lopez et al., 2006; El-
Ashmawy et al., 2014; Suddek, 2014; Pan et al., 2016). Portanto, op¢0es terapéuticas

gue possam auxiliar no tratamento do carcinoma mamario, sao de extrema importancia.
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1.2 Carcinogénese quimica mamaria

1.2.1 Conceitos gerais

O desenvolvimento de uma neoplasia € um processo longo e em multiplas etapas,
nas quais modificagcbes genéticas (mutacdes pontuais, amplificacbes e delecdes
génicas) e epigenéticas (metilacdo do DNA e metilacdo e acetilacdo de histonas) séo
progressivamente acumuladas no genoma das células (Hanahan, 2011). Os tumores
malignos induzidos pela administracdo de carcinbgenos quimicos especificos, constitui
uma ferramenta importante para o entendimento das mdltiplas etapas da
carcinogénese (iniciacdo, promocao e progressao), assim como para estudos

preventivos e terapéuticos (Thompson & Singh, 2000; Medina, 2007) (Figura 7).
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Figura 7. llustracdo das trés fases da carcinogénese, com os momentos indicados para a
realizacdo de testes quimiopreventivos e avaliagcdo terapéutica. Fonte: Liu et al., Quant Imaging
Med Surg, 5(5):708-729, 2015b.

A iniciacao é caracterizada pela exposicéo de células normais a uma dose minima
de um ou mais agentes cancerigenos, resultando em alteragcbes na sequéncia de
bases nitrogenadas do DNA dessas células. Os carcinégenos quimicos (diretos ou

indiretos) possuem atomos altamente reativos que, ao interagir com o DNA, RNA,
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proteinas e/ou lipidios, causam alteracdes profundas nessas moléculas. Essas
alteracbes podem causar a morte celular pela destruicdo drastica de proteinas e
lipidios, fabricacdo de proteinas anémalas ou pela aquisicdo de mutacbes no material
genético (Baird et al., 2005). Sendo assim, para as celulas-alvos se tornarem células
iniciadas elas precisam sobreviver ao estimulo mutagénico em seu DNA (Schulte-
Hermann et al., 1999).

No transcorrer da vida, as células sofrem diversas mutacdes pontuais causadas
pelas espécies reativas de oxigénio durante o processo de respiracdo oxidativa.
Geralmente essas mutacdes séo corrigidas rapidamente pelo o complexo sistema de
reparo de danos embutido na DNA-polimerase, tornando-as inécuas as células. Porém,
guando a célula é exposta a quantidades excessivas de danos ao DNA, a capacidade
de correcdo de erros de pareamento da DNA-polimerase se torna saturada (Fruehauf
& Meyskens et al., 2007). Por isso, 0os agentes carcinbgenos devem induzir multiplas
mutacdes simultdneas que ultrapassam a capacidade do sistema de reparo da célula
(Kerr et al., 2013). Nesse momento, essas mutacfes se fixam ao DNA, ocorre a
duplicacdo de todo o material genético e a célula passa a transcrever a nova sequéncia
como se fosse o DNA original da célula. Com o passar do tempo e ainda na presenca
do insulto mutagénico ou genotéxico, a célula acumula progressivamente numerosas
mutaces no seu genoma, sendo entdo denominada célula iniciada (Vincent
& Gatenby, 2008).

As células iniciadas necessitam sofrer um processo de expansao clonal para

7

originar as lesGes préneoplasicas. Essa fase é entdo denominada de promocdo. A
presenca de agentes promotores € essencial para o desenvolvimento de lesdes
proliferativas, anaplasicas e displasicas, porém, eles ndo apresentam mecanismos de
acado mutagénicos. Esses agentes ativam proteinas-quinases envolvidas na
fosforilacdo de substratos das vias de transducéo de sinais de resposta a fatores de
crescimento (Herman, 2005), resultando na expanséo celular clonal apenas das células
iniciadas. A multiplicacdo seletiva dos clones de células iniciadas resulta no acumulo
progressivo de mais mutacfes e aumento na instabilidade genética que culminam com
o desenvolvimento de células anaplasicas e malignas (Vincent & Gatenby, 2008; Liu et
al., 2015b).

Com a presenca de numerosas células neoplasicas com elevado grau de

anaplasia, o agente promotor se torna dispensavel, pois as células nesse estagio se
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tornam autossuficientes a estimulos de crescimento e multiplicacdo celular, além de
serem resistentes aos mecanismos apoptoticos intrinsecos das células normais. As
células sofrem mais mutacdes, adquirindo caracteristicas mais agressivas e passam a
expressar o fenotipo maligno atingindo o terceiro estagio da carcinogénese, a
progressdo (Hanahan, 2011; Liu et al., 2015b). Nesse estagio, também ocorre o
acumulo de novas mutacdes em genes especificos que controlam a capacidade
invasiva das células, processo facilitado devido ao elevado niumero de mitose. O
préximo passo das células malignas € a infiltracdo vascular e linfatica e a colonizagéo
de tecidos distantes do hospedeiro (focos secundarios de tumores), processo este,
denominado de metastase (Hanahan, 2011; Liu et al., 2015b).

1.2.2 Modelos de carcinogénese quimica mamaria experimental

O modelo animal ideal para se estudar a carcinogénese deve mimetizar a
carcinogénese humana (Russo et al., 1996). Os roedores sdo amplamente utilizados
para o estudo da carcinogénese mamaria, visto que suas glandulas mamarias séo
altamente susceptiveis a desenvolver neoplasias pela acdo de carcin6genos quimicos.
Russo et al. (1996) consideram o rato como modelo animal mais adequado para o
estudo da carcinogénese da mama, pois o desenvolvimento de tumores mamarios em
camundongos leva um periodo de tempo maior e requer multiplas aplicacbes dos
carcindgenos além, de ndo ser tdo amplamente estudado como € em ratos (Russo &
Russo, 2004).

Entre as linhagens de ratos existentes, as que s&o mais comumente utilizadas
para o estudo da carcinogénese quimica mamaria sdo as Sprague-Dawley, Wistar-
Furth e Fisher-344, pois sdo as mais susceptiveis a agdo dos carcinogenos (Russo &
Russo, 2004).

As substancias quimicas mais utilizadas nos modelos experimentais de inducéo
da carcinogénese mamaria em fémeas de ratos e camundongos sdo a 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e a N-metil-N-nitrosoureia (MNU), sendo
administradas pela via intragastrica e subcuténea, respectivamente. A maioria dos
carcinomas mamarios induzidos pela DMBA e MNU sdo carcinomas hormdonio-
dependente (Russo et al., 1994; Russo & Russo, 1996) (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura quimica dos carcinbgenos DMBA e MNU. Fonte:
http://www.sigmaaldrich.com

Para a inducdo dos carcinomas mamarios em roedores, o carcindgeno deve agir
em um compartimento especifico da glandula mamaéaria, os chamados terminal end
buds (TEBs). Ao se administrar o carcin6geno, a maioria dos TEBs ao invés de se
diferenciar em ABs se torna progressivamente mais espesso, devido a proliferacao
epitelial, exibindo mdltiplas camadas, formacdo de um Ilidmen secundario e as
primeiras projecdes papilares. Nesse estagio os TEBs passam a ser chamados de
proliferagcdes intraductais (IDPS). A confluéncia dessas projecdes leva a formacao de
microtumores chamados de carcinomas intraductais (IDCas), 0os quais continuam
sofrendo confluéncias sendo classificados histologicamente como adenocarcinomas
(AdCa) (Figura 9). Os adenocarcinomas desenvolvem diversos padrdes histologicos,
como cribiforme, comedo, tubular e papilar, sendo inicialmente intraductais progredindo

para invasivos (Russo et al., 1989; Russo & Russo, 2000; Russo & Russo, 2004).


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/n1517?lang=pt&region=BR
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Figura 9. Desenvolvimento de tumores mamarios induzidos quimicamente em roedores. Os
TEBs afetados pelo carcindbgeno se tornam progressivamente mais espessos formando as
proliferagbes intraductais (IDPs). Essas projecdes se confluem originando os carcinomas
intraductais (IDCas) e estes os adenocarcinomas (AdCa). Fonte: Modificado de Russo &
Russo, Cancer Ep Biom Prev., (3): 353-64, 1994.

A incidéncia, multiplicidade e tipos de tumores mamarios sdo influenciados pela
idade, tempo de exposicdo ao cancerigeno, histdria reprodutiva, desregulacdo
enddcrina, dieta e outros fatores que alteram o desenvolvimento e o grau de
diferenciacdo da glandula mamaria (Russo et al., 1994; Russo & Russo, 1996). Na
carcinogénese quimica experimental, a suscetibilidade € extremamente dependente da
idade. O carcinégeno deve ser administrado as fémeas de ratas virgens com 40-60
dias de idade. Essa idade coincide com o periodo em que a glandula mamaria exibe
alta densidade de TEBs, os quais se encontram altamente proliferativos (Russo et al.,
1996; Macejova & Brtko, 2001) (Figura 10).

Um dos motivos que fazem com que os TEBs sejam os alvos para acédo dos
carcindgenos € devido a sua alta taxa proliferativa, que diminuiu progressivamente nos
alvéolos e lébulos, e a sua baixa porcentagem de morte celular. Além disso, ao
metabolizar o DMBA/MNU as células epiteliais mamarias geram metabdlitos polares
gue causam danos ao DNA. As células dos TEBs produzem muito mais metabdlitos

polares do que as lobulares e removem os addutos de DNA menos eficientemente.
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Portanto, esses quatro parametros fazem com que os TEBs sejam as estruturas mais
susceptiveis a transformacdo neoplasica (Macejova & Brtko, 2001; Russo & Russo,
2004).

G, (0.7hr)

G, (35hr)

Alveoli

Figura 10. Representacdo esquematica das estruturas da glandula maméria com seus
respectivos ciclos celulares. Os TEBs apresentam alta taxa proliferativa, a qual diminui
progressivamente nos alvéolos e nos I6bulos. Fonte: Russo & Russo, Cancer Res.,(40):2677-
87, 1980.

1.3 Imunoterapia com P-MAPA

1.3.1 Defini¢cdes, mecanismos de acéo e efeitos da imunoterapia com P-MAPA

A utilizagdo da imunoterapia, principalmente quando associada a outros
medicamentos, vem se tornando uma opcao terapéutica valiosa no tratamento de
diferentes tipos de neoplasias, como por exemplo, o carcinoma mamario horménio-
dependente (Cook et al., 2004; Killeen et al., 2006).

As abordagens da imunoterapia do cancer variam desde a ativagdo da resposta

imune inata e adaptativa até a neutralizagdo de mecanismos supressores imunolégicos
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através dos chamados imunomoduladores (Di Lorenzo et al., 2011; Mellman et al.,
2011; Muenst et al., 2016).

Segundo estudos, o composto de nome P-MAPA (agregado polimérico anidridico
fosfolinoleato-palmitoleato de aménio e magnésio) € capaz de induzir respostas
imunomoduladoras frente a processos infecciosos e neoplasicos sendo, portanto,
considerado um imunomodulador promissor (Justo et al., 2003; Duran et al., 2009,
Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2015,2016; Dias et al., 2016)

O P-MAPA é um biopolimero ndo linear, com massa molecular de 320 kDa,
isolado do fungo Aspergillus orizaceae (Duran & Nunes, 1990; Duran et al., 1997). Os
principais componentes da molécula sdo: Mg?*, NH*, fosfato, &cidos linoleico e
palmitoleico e proteina. O contetdo percentual de proteina esta ao redor de 0,5%, com
massa molecular de 10 kDa. Os aminoacidos encontram-se distribuidos em
porcentagem da seguinte maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro
0,5%; Gly 9,69%; Ala 7,46%; Vai 1,0%; Met 4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%,
Phe 1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%, Trp 1,3% e Arg 35,2% (Duran & Nunes, 1990; Duran
et al., 1997) (Figura 11).

28kV X3ee

Figura 11. Microcristais do composto P-MAPA (microscopia eletrdnica, aumento 300x). Fonte:
farmabrasilis.org.br/todos_conteudos_interna.php?idioma=eng&id=198

Estudos experimentais in vivo e in vitro demonstraram o P-MAPA foi capaz de
estimular a proliferacéo de linfocitos T e a producéo de varios tipos de citocinas durante
processos infecciosos, virais e neoplasicos (Melo et al., 2001, Justo et al., 2003; Duran
et al., 2009, Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2015,2016; Dias et al., 2016).
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Em estudo conduzido por Duran et al. (2009), fémeas de camundongos da
linhagem C57BL/6 que receberam dose de 5mg/kg do imunomodulador ap6s infeccéo
pelo Punta Toro Virus, tiveram sobrevida de 70%, enquanto o tratamento com a
Ribavarina conferiu sobrevida de 80%. Além disso, o tratamento com o P-MAPA
demonstrou evidente reducdo da carga viral sistémica e de danos hepaticos nos
animais (Durén et al., 2009).

A administracdo do P-MAPA (2.0 mg/kg) também induziu resposta imune durante
o tratamento de Leishmaniose visceral canina. Apos 45 dias de tratamento, os animais
apresentaram diminuicdo da carga parasitaria na pele, aumento dos niveis de
interleucina 2 (IL-2) e de interferon (IFN), assim como diminuicdo dos niveis de
interleucina 10 (IL-10). Também foi observado aumento de células TCD8+ no sangue
periférico que é comumente observado durante o tratamento dessa doenca com outros
imunomoduladores (Santiago et al., 2013).

Em modelos animais para o estudo do cancer, o P-MAPA demonstrou capacidade
de reverter o estado de imunossupressao causado pelo processo tumoral. Em diversos
modelos de células tumorais transplantaveis, como por exemplo, sarcoma-180;
carcinoma de Erlich; plasmacitoma SP-2Agl14; tumor de Walker 256 e carcinoma
mamario espontaneo SP-1, foi observado inibicdo do crescimento tumoral e aumento
da sobrevida de animais apés tratamento com o P-MAPA (Durdm et al., 1993, 1997).
Além disso, os animais transplantados com o tumor de Walker apresentaram, em
grande parte, resisténcia a implantacdo das células tumorais (Duram et al., 1997;
Duran et al., 1999). Segundo alguns autores, os efeitos antitumorais observados nestes
estudos, podem ser atribuidos a capacidade do imunomodulador em aumentar a
defesa do hospedeiro sem afetar diretamente as células tumorais (Durdn et al.,
1993,1999).

Em outro estudo com camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich
(TAE), foi observado reducéo de 35% da esplenomegalia e do crescimento tumoral,
estimulacdo da mielopoiese e aumento da producéo de IL-2 e interferon-gama (IFN-y),
com consequente aumento da atividade de células natural-killer (NK) apos 7 dias de
tratamento subcutaneo com P-MAPA (Justo et al., 2003). De acordo com estes autores,
o efeito modulador do P-MAPA na resposta mielopoiética esta relacionado a sua

atividade antitumoral, com um possivel mecanismo de regulacéo na producéao de CFU-
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GM (unidades formadoras de colonias granulociticas e monociticas) e expressao de
suas atividades funcionais.

Melo et al. (2001) também avaliaram os efeitos do P-MAPA no numero de CFU-
GM na medula 6ssea de camundongos infectados com Listeria monocytogenes e
concluiram que este imunomodulador potencializou 0s mecanismos imunoldgicos
reguladores das células precursoras da medula éssea, as quais estdo envolvidas no
controle das alteracbes provocadas pelo tumor no sistema hematolinfopoiético do
hospedeiro.

Recentemente, estudos concluiram que, o amplo espectro de acdo deste
imunomodulador, bem como a velocidade com que ele mobiliza a resposta terapéutica,
é devido a capacidade do P-MAPA em ligar-se a receptores toll-like, especialmente os
receptores toll-like 2 e toll-like 4 (Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2015; 2016; Dias et
al., 2016) (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismos de agédo do imunomodulador P-MAPA. Fonte: Cristant L. Pesquisa
Médica, n°17, 2011.
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1.3.2 P-MAPA e Receptores toll-like

Os receptores do tipo Toll (toll-like receptors -TLRs) sao glicoproteinas
transmembranicas do tipo | que reconhecem padroes moleculares conservados
associados a patégenos (PAMP) ou moléculas enddgenas originadas do dano tecidual
(DAMP) iniciando a sinalizacdo de resposta intracelular (Srikrishna & Freeze, 2009;
Galli et al., 2010; Kumar et al., 2011).

Os TLRS séo expressos por diversas células do sistema imune, como
macrofagos, células dendriticas e células B, assim como por outros tipos celulares
incluindo células endoteliais e epiteliais. Além disso, os TLRs também s&o
frequentemente expressos por células tumorais, conferindo-lhes um papel na
fisiopatologia dessa doenca (Beg, 2002; Hopkins and Sriskandan, 2005; Dajon et al.,
2016).

A sinalizacdo dos TLRs pode ocorrer pela via dependente de MyD88 (myeloid
differentiation primary response 88), que € comum a todos os TLRs, ou pela via
dependente de TRIF sendo exclusiva para os TLR3 e TLR4. Na via dependente de
MyD88 é ativado o fator nuclear kappa-beta (NF-kB) resultando na indugéo de citocinas
inflamatérias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a IL-6, enquanto que na
via dependente de TRIF, ocorre a ativacdo do IFN e do IRF-3 (interferon regulatory
fator 3) (Takeda & Akira, 2005; Dajon et al., 2016) (Figura 13).

Durante o processo da carcinogénese, o envolvimento dos TLRs & controverso,
pois dados conflitantes apontam os TLRs como reguladores negativos ou positivos da
carcinogénese (Ma et al., 2014; Scheeren et al., 2014; Chen et al., 2015; Ho et al.,
2015; Maruyama et al., 2015). Acredita-se que os efeitos anti/pré-tumoral dos TLRs
sobre a carcinogénese ou sobre a progressao tumoral dependam do tipo de receptor
toll-like, do tipo de cancer e das células imunes que infiltram o tumor (Dajon et al.,
2016).

Os efeitos antitumorais oriundos da estimulacdo dos TLRs ocorrem tanto pela
expressao dos TLRs pelas células do sistema imune (melhorando a resposta imune)
qguanto pelas células tumorais (ocasionando a apoptose celular) (Yusuff et al., 2008; Lu
et al., 2011; Li et al., 2015; Dajon et al., 2016). Por outro lado, a maioria dos estudos
gue investigam os efeitos pro-tumorais dos TLRs, observa que eles sdo devido a

expressao desses receptores pelas células tumorais, promovendo, principalmente,
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angiogénese, metastase e proliferacdo, e menos frequente, devido a sua expressao
pelas células imunes (Huang et al., 2005; Allavena et al., 2008; Gonzales et al., 2010;
Yang et al., 2010; Dajon et al., 2016).
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Figura 13. Vias de sinalizacdo dos receptores toll-like. O adaptador MyD88 se associa ao
dominio TIR citoplasmatico dos TLRs recrutando IRAK, o qual ativa TRAF6. A ativacdo de
TRAF6 leva a ativacdo do complexo IkB-kinase (IKK) que por sua vez fosforila o IkB resultando
na translocacdo do NF-kB. Essa translocacgéo induz a expressao de citocinas inflamatorias. Um
segundo adaptador que contém o dominio TIR (TIRAP) esta envolvido na ativacdo do TLR2 e
TLRA4. Nas vias de sinalizacdo mediadas por TLR3 e TLR4, a ativagdo de IRF-3 e a inducgéo de
IFN-b s&o independentes de MyD88, sendo necesséario um terceiro adaptador (TRIF). Para a
via mediada pelo TRL4 dependente de TRIF é necessario um quarto adaptador (TRAM). Fonte:
Takeda & Akira, Int Immunol 17(1): 1-14, 2005.

Segundo estudo conduzido por Scheeren et al. (2014), camundongos
APC™n/*TLR2/- apresentaram menor ndmero de tumores espontaneos e tiveram
reducdo na mortalidade e na formacédo de pdlipos. Em quatro linhagens celulares de
carcinoma hepatocelular (SCC4, UM-SCC-6, UPCI:SCC103 e PCI-13) o bloqueio da
sinalizacdo do TLR2 pelo anticorpo mAb-a-TLR2, reduziu significativamente o tamanho
das células, indicando que a ativacdo desse receptor promove o crescimento tumoral
(Farnebo et al., 2015).
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Gonzéles et al. (2010) observou que os receptores TLR3, TLR4 e TLR9 séo
altamente expressos em tumores mamarios humano, sendo que o indice de metastase
€ maior quando as células tumorais expressam TLR3 e quando as células inflamatérias
expressam TLR4. Resultados observados por Yang et al (2014), sugerem que os TLR4
podem participar da progressdo e metédstase do carcinoma mamario humano. Neste
estudo, a ativacdo do TLR4 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231, através do
estimulo pelo lipopolissacarideo (LPS), aumentou a expressdao do VEGF e das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9. Além disso, essa ativacdo aumentou o poder de
invasao das células MDA-MB-231, assim como aumentou a expressao das IL-6 e IL-10.

Além do envolvimento do TLR4 na progressdo tumoral mamadria, estudos
confirmam alta expressdao de TLR4 em tumores de célon e em adenocarcinomas
ductais pancreaticos humano (Cammarota et al., 2010; Zhang et al., 2010). Os
pacientes que apresentaram alta expressdo desse receptor tiveram um aumento
significativo na progresséo dessas neoplasias em comparacao aos que exibiram baixa
expressao do TLRA4.

Por outro lado, diversos estudos demonstram os efeitos antitumorais dos TLRs
(Zhang et al., 2011; Lin et al., 2013; Li et al., 2015; Dajon et al., 2016).

A administracdo oral de um agonista de TLR2 (polissacarideo de kerestina — PSK)
a camundongos transgénicos (MMTVneu) foi capaz de inibir significativamente o
crescimento tumoral mamario através da estimulacdo de TCDS8 (+) e células (Lu et al,
2011).

Em modelo de carcinogénese experimental de célon, camundongos C57BL/6-
TLR27 que receberam azoximetano (AOM) e dextran sulfato de sédio (DSS)
apresentaram aumento na taxa de proliferacédo celular, diminuigdo do indice apoptaético,
aumento na producgédo de IL-17A e reducao de IFN-y. Além disso, 0 nimero de tumores
de colon foi maior nos camundongos C57BL/6-TLR27 do que nos C57BL/6-TLR2**
(Lowe et al., 2010). Resultados similares também foram observados na carcinogénese
experimental de figado. Camundongos C57BL/6-TLR27 iniciados com a
diethilnitrosamina (DEN) apresentaram menor taxa de sobrevida, aumento do volume
dos tumores de figado, diminuicdo da expresséo do IFN-y, TNFa, IL-1 e IL-6 (Lin et al.,
2013).

Em estudo recente conduzido por Li et al. (2015), os hepatdcitos de camundongos

C57BL/6 iniciados com a DEN apresentaram diminuicdo na expressao do TLR2. Além
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disso, o tratamento com a lipoproteina tripalmitolada (Pam3CSK4 — agonista de TLR2)
atenuou o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular através da redugédo do niumero
e do tamanho dos tumores.

A estimulacdo do receptor TLR3 também diminuiu a taxa de proliferacdo e
aumentou o indice apoptético em tumores de figado induzido pela 2-
acetylaminofluoreno (2-AAF) em ratos Sprague-Dawley. Esses resultados foram
associados ao aumento de células positivas para caspase-8 e caspase-3 e diminuicado
da expresséao de survivina e Bcl-2 (Xu et al., 2013a, 2013b). Os efeitos antitumorais da
estimulacdo de TLR3 também foram observados em linhagens celulares de céancer de
prostata (RWPE-1, LNCaP e PC3). Nesse estudo, a estimulacdo pelo polimero sintético
poly(l:C) ocasionou a ativacdo de caspase 3, caspase-8 e caspase-9 através da via de
ativacdo do IRF3 (Paone et al., 2008; Gambara et al., 2015).

Diversos estudos tém demonstrado que os receptores TLR4 também estdo
envolvidos em respostas antitumorais. Fémeas de camundongos C3H/HeJ-TLR4” que
receberam aplicacdes topicas de DMBA, foram mais susceptiveis a desenvolver
tumores de pele do que os camundongos C3H/HeJ-TLR4**. Além dos animais
deficientes de TLR4 desenvolveram mais tumores, eles apresentaram periodo de
laténcia menor e maior volume tumoral do que os animais TLR4** (Yusuf et al., 2008).

Naseemuddin et al. (2012) demonstraram que os TLR4 também desempenharam
respostas antitumorais na carcinogénese mamaria induzida pela DMBA. As fémeas de
camundongos C3H/HeJ-TLR4’ desenvolveram mais tumores mamarios, expressaram
maior nivel de IL-17 e menor nivel de IFN-y em comparacdo com as fémeas C3H/HeJ-
TLR4**. Além disso, o VEGF e as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 foram altamente
expressos nos tumores dos animais TLR4™.

Mesmo que a estimulagédo dos TLRs possa levar a efeitos pro-tumorais, uma das
abordagens terapéuticas mais utilizadas para melhorar a resposta imune antitumoral é
a estimulacdo dos TLRs, principalmente a expressao que ocorre pelas células do
sistema imune (Vacchelli et al., 2013).

Segundo Cook et al (2004) e Killeen et al (2006), compostos que tem como alvo
os TLRs podem representar pontos de partida para o desenvolvimento de novas
drogas no tratamento de algumas doencas, entre elas, o cancer. Estudos preliminares

vém demonstrando que o P-MAPA é capaz de estimular os receptores TLR2 e TLRA4,
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descoberta esta, que permitiu explicar a incrivel velocidade com que ele desencadeia a
resposta imunoldgica.

Em cultura de células tumorais de bexiga, Ayari et al. (2011) observaram que
houve diminuicdo da expressdo de receptores TL2 e TLR4 em relacdo as células
uroteliais normais. A administracdo de P-MAPA a fémeas de ratos Fisher 344 com
carcinoma de bexiga ndo musculo invasivo (CBNMI) induzido pela MNU, foi capaz de
aumentar os niveis proteicos dos receptores TLR2, TLR4 e da proteina p53,
melhorando o estado imunolégico dos animais (Favaro et al, 2012). Resultado similar
foi observado em células HEK293, onde a estimulacdo dos TLR2 e TLR4 ocorreu via
ativacdo do fator NF-kB (Favaro et al, 2012).

Em estudo recente utilizando o mesmo modelo de inducdo de CBNMI o
tratamento combinado de flutamina com P-MAPA em fémeas Fisher-344 iniciadas com
MNU, resultou em aumento dos niveis proteicos dos receptores RE-o/RE-B, TLR4,
TRIF, IRF3 e IFN-y, diferentemente do observado no tratamento com BCG e
BCG/flutamina. Nesse mesmo estudo, o tratamento com P-MAPA independente de
flutamina aumentou os niveis da proteina CYP450 (Garcia et al., 2015). O mesmo
grupo de pesquisa, também observou que o P-MAPA apresentou efeito antitumoral por
aumentar os niveis de interferon e diminuir os de VEGF no mesmo modelo de CBNMI
(Garcia et al., 2016).

Adicionalmente, Dias et al. (2016) demonstrou que o tratamento de cisplatina com
o P-MAPA, assim como o tratamento do P-MAPA sozinho, diminuiram os niveis das
proteinas Akt, PI3K, NF-kB e VEGF e aumentou os niveis da proteina PTEN em
fémeas Fisher-344 com CBNMI.

Quanto a toxicidade do imunomodulador, estudos experimentais de toxicologia
aguda, subcronica e cronica, demonstraram que o P-MAPA é uma droga segura, sem
efeitos teratogénicos verificados in vitro e in vivo. Duran et al. (1993) comprovaram que
o imunomodulador ndo causou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de
linfécitos humanos, sendo também néo citotdoxico em camundongos, cdes e macacos.
Em ensaios clinicos de fase |, o P-MAPA também n&o apresentou sinais relevantes de
toxicidade (Farmabrasilis 2008).

Sendo assim, o P-MAPA apresenta-se como possivel candidato para auxiliar na
terapia adjuvante do cancer e de doencas infecciosas.
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