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RESUMO

A obesidade € um dos principais fatores de risco associados ao cancer de mama,
especialmente em mulheres na pés-menopausa. No tecido mamario de mulheres
obesas, a produgao de prostaglandina E2 (PGE2), a partir da enzima ciclooxigenase-
2 (COX-2), tem sido correlacionada com inflamagdo mamaria, e biossintese local de
estrogénio através da via da aromatase. Usando um modelo de carcinogénese
induzida por 7,12-dimetilbenzantraceno e acetato de medroxiprogesterona
(DMBA/MPA) em camundongos, demonstramos que uma dieta obesogénica contendo
alto teor de gordura e acucar (high-sugar/fat, HSF) promove inflamagao do tecido
adiposo mamario (TAM) e produgéo local de estrogénio, acelerando a formacéo de
tumores mamarios por meio de um mecanismo dependente de COX-2. A dieta HSF
aumentou os niveis dos mediadores pro-inflamatérios MCP-1, IL-6, COX-2 e PGE2 no
TAM, acompanhados pela formagao de estruturas conhecidas como “coroas de
macréfagos” (crown-like structures of breast - CLS-B), assim como pelo aumento dos
niveis de aromatase e estrogénio no tecido mamario quando comparado a animais
alimentados com dieta padrdo. O tratamento com um inibidor seletivo de COX-2,
etoricoxibe, diminuiu os niveis de PGE2, IL-6 e MCP-1, e a formacéao das CLS-B, bem
como reduziu os niveis da proteina aromatase e a biossintese de estrogénio no tecido
mamario dos camundongos alimentados com a dieta HSF. Os animais tratados com
etoricoxibe combinado com dieta HSF apresentaram aumento no tempo de laténcia
de surgimento e diminui¢ao na incidéncia de tumores mamarios, os quais contribuiram
para uma sobrevida prolongada destes animais quando comparado aos animais
alimentados apenas com a dieta HSF. A inibigdo do processo de angiogénese também
parece estar envolvida com o prolongamento da sobrevida dos animais tratados com
o inibidor de COX-2. Além disso, estudos em linhagens de cancer de mama
demonstraram que a inibigdo de COX-2, ou silenciamento por siRNA, ndo apresentou
impacto na viabilidade celular, embora a enzima se mostrou envolvida na invasao
celular e produgdo de secretoma pro-angiogénico. Em conclusdo, o aumento da
expressdao de COX-2 induzida pela dieta obesogénica parece ser suficiente para
promover inflamagao e biossintese local de estrogénio, acelerando a formacao de
tumores mamarios em animais. Portanto, nossos dados sugerem que estratégias

farmacolégicas e nao-farmacoldgicas para reduzir a atividade de COX-2 no tecido



mamario podem mitigar fatores de risco importantes para o cancer de mama em

mulheres obesas.

Palavras-chave: ciclooxigenase-2; cancer de mama; obesidade; tecido adiposo

mamario; inflamacao.



ABSTRACT

Obesity is a major risk factor for breast cancer, especially in post-menopausal women.
In the breast tissue of obese women, cyclooxygenase-2 (COX-2)-dependent
prostaglandin E2 (PGE2) production has been correlated with inflammation and local
estrogen biosynthesis via aromatase enzyme upregulation. Using a mouse model of
7,12-dimethylbenz[a]lanthracene combined with medroxyprogesterone-acetate
(DMBA/MPA)-induced carcinogenesis, we demonstrated that an obesogenic diet
promotes mammary tissue inflammation and local estrogen production, and
accelerates mammary tumor formation in a COX-2-dependent manner. High-sugar/fat
(HSF) diet augmented the levels of the pro-inflammatory mediators MCP-1, IL-6, COX-
2, and PGE2 in the mammary tissue, and this was accompanied by crown-like
structures (CLS-B) formation and aromatase/estrogen upregulation. Treatment with a
COX-2 selective inhibitor, Etoricoxib, decreased PGEZ2, IL-6, MCP-1, and CLS-B
formation as well as reduced aromatase protein and estrogen levels in the mammary
tissue of mice fed a HSF diet. Etoricoxib-treated mice showed increased latency and
decreased incidence of mammary tumors, which resulted in prolonged survival when
compared to HSF alone. Inhibition of tumor angiogenesis also seemed to account for
the prolonged survival of COX-2 inhibitor-treated mice. In conclusion, obesogenic diet-
induced COX-2 is sufficient to trigger inflammation, local estrogen biosynthesis, and
mammary tumorigenesis. This biological landscape suggests that pharmacological
and non-pharmacological strategies to reduce COX-2 activity in the breast tissue may

result in decreased expression of diverse breast cancer risk factors in obese women.

Keywords: cyclooxygenase-2; breast cancer; obesity, mammary adipose tissue;

inflammation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mudancgas no tecido adiposo em quadro de obesidade. ................ccceee. 17
Figura 2 — Subtipos moleculares de cadncer de mama. ............ccccceueiiiiiiiiiinnniniinnnnee 21
Figura 3 — Interagdes paracrinas entre os macrofagos e outros tipos celulares. ...... 26
Figura 4 - Esquema da via de sinalizagdo da PGE2. ...............oooooiiiiiiiiii e, 30
Figura 5 — Parametros de obesidade no modelo DMBA/MPA. .........cccccoiiiiiiiinnnnnee 54
Figura 6 — Caracterizag@o do teCido adipPOSO0. .......cceeeiiiiiiiiiiiiiee e 56

Figura 7 — O inibidor de COX-2, etoricoxibe, retarda a formagao de tumores e prolonga
a sobrevida no modelo de carcinogénese mMamaria. ...........cceeeeveeivieeeeeeiiiieeeeeiie e, 58
Figura 8 — Niveis de COX-2 e PGE2 mediante tratamento com etoricoxibe. ............ 59
Figura 9 — Efeitos das dietas controle e HSF na presenca ou auséncia de etoricoxibe
sobre parametros metabdlicos em modelo de carcinogénese por DMBA/MPA. ....... 60
Figura 10 — Etoricoxibe retarda a progressao de tumores mamarios........................ 62
Figura 11 — Efeito do tratamento com inibidores de COX-2, celecoxibe e etoricoxibe
em linhagens celulares de cancer de mama, in Vitro..........ccccccceeeeiiiiiiieeceiiiiciee e, 64
Figura 12 — Efeito dos inibidores de COX-2 sobre caracteristicas de malignidade
tumoral in vitro: invasividade, migragcao € angiogénese. .........ccuvevvevveiiiieeeeiiineeeeennnn, 66
Figura 13 — Caracterizagao por IHC dos tumores formados no modelo DMBA/MPA68
Figura 14 — COX-2 medeia a biossintese local de estrogénio induzida pela dieta HSF,
e o impacto da OVX sobre o desenvolvimento tumoral..............cccccoooeiiiiiiiiien, 70
Figura 15 — A inibicdo de COX-2 reduz a formacao de CLS-B...............cccoooeeiiiis 72
Figura 16 — Efeito do etoricoxibe sobre os niveis de citocinas, e imunofluorescéncia
para marcagao de macrofagos NO TAM. ... 73
Figura 17 — Representagado esquematica resumindo os principais achados no presente
L=} (0 Lo Lo U 85



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 — Desenho experimental das dietas HSF e controle e indugéo de tumores
COM DIMBA/M P A . s 41
Esquema 2 — Desenho experimental do modelo de indugdo tumoral em animais
ovariectomizados (OVX) ou sham nas diferentes dietas e tratamento com inibidor de
(610 ) TR 41
Esquema 3 — Desenho experimental do modelo de dieta HSF e indugédo tumoral com
Celulas de ENIIICN. ... e 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINEs — Anti-inflamatorios nao esteroidais

ATP — Adenosina trifosfato

cAMP — Monofosfato ciclico de adenosina

CK14 — Citoqueratina-14

CLS-B — do inglés Crown like structure of Breast
COX - Ciclooxigenase

CT — Colesterol total

DAB — 3,3-Dimaminobenzidina

DAG - Diacilglicerol

DMBA - 7,12-dimetilbenzantraceno

DMEM - do inglés: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO — Dimetilsulféxido

ECM — Matriz extracelular

EGF - Fator de crescimento epidermal

EMT — Transicao epitélio-mesenquimal

EP — Receptor de Prostaglandina E2

GLU - Glicose

GSK3 — Glicogénio sintase cinase 3

H&E — Hematoxilina & eosina

HER2 — Receptor do fator de crescimento epidermal 2
HIF-1 — Fator induzido por hipdxia-1

HSF — High-sugar/fat

IHC — Imuno-histoquimica

IL-10 — Interleucina-10

IL12-p70 — Interleucina 12-p70

IL-18 — Interleucina-1p

IL-4 — Interleucina 4

IL-6 — Interleucina-6

IL-8 — Interleucina 8

IMC — indice de massa corporal

IP3 — Trisfosfato de Inositol 3



LPS — Lipopolissacarideo

MC — Meio condicionado

MCP-1 — Proteina quimiotaxica para mondcitos-1

MPA - Acetato de medroxiprogesterona

MTT - (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio brometo)

NF-kB — Fator nuclear kappa B

OMS - Organizagcdo Mundial da Saude

OVX — Ovariectomia

PFA — Paraformaldeido

PG - Prostaglandina

PGEZ2 — Prostaglandina E2

PGI2 - Prostaciclina

PI3K — Fosfoinositideo 3-cinase

PKA — Proteina cinase A

PKC - Proteina quinase C

RE — Receptor de estrogénio

RP — Receptor de progesterona

SFB — Soro fetal Bovino

TAM — Tecido adiposo mamario

TARP — Tecido adiposo Retroperitoneal

TAV — Tecido adiposo visceral

TG — Triglicerideos

TGF-a — Fator de crescimento transformador-a

TLR4 — Receptor do tipo toll-4

TNBC - Cancer de mama triplo negativo (do inglés: Triple-negative breast
cancer)

TNF-a — Fator de necrose tumoral-alfa

VEGF - Fator de crescimento endotélio vascular



SUMARIO

S 1V 0 11T 0. o 15
1.1 OBESIDADE E TECIDO ADIPOSO .....coiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
1.2 CANCER DE MAMA ..ottt 19
1.3 OBESIDADE E CANCER DE MAMA: BASES MOLECULARES.........c.cc.co........ 23
1.4 VIA DA COX-2/PGE2: BIOLOGIA, FARMACOLOGIA E ENVOLVIMENTO EM
CANCER DE MAM A, e 27
N 18 0 I | 1037 N I 34
K =0 3 1 ] 35
L S © 1 = N 1 I V£ 1 36
4.1 OBUETIVO GERAL.....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeees 36
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 36
5 MATERIAL E METODOS.......ccoeciirteeressenessessessssessesssssssssssssssssssssssesssssssssssnsens 38
5. ANIM AL 38
5.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ..., 38
5.21 D111 - 1= 38
5.2.2 Indugao de tumor de mama por DMBA/MPA e tratamento

221 .4 F= Lo Lo Yo [ o'o PPN 39
5.2.3 Protocolo de ovariectomia bilateral (OVX)........cccooviimmmmrieeccccieeeereeeecens 40
5.24 Desenhos experimentais ........cccceeeeeciiiiiiinnnic s 41
5.2.5 Modelo Implante Ortotréopico de Tumor de Ehrlich...............ccccorrnnnn.e.e. 42
5.2.6 Ingesta caldrica, eficiéncia alimentar e adiposidade ................cceeuu.... 43
5.2.7 Coleta dOs teCIdOS. ... .. s 44
5.2.8 Parametros bioquUimICos........ccccieeeeiiiiiiiiiirrrss s 44
5.2.9 Histologia por coloragao de H&E.............ccccevmmmmmiiimimminininnnnnnnnnseeeeneeeneee 44
5.2.10 Cultivo ex-vivo do tecido adiposo mamario...........ccccceeevviririrrreeeeneenneen, 45
5.2.11 Determinagao de citocinas por citometria de fluxo...........cccceevrveeerrennnn. 45
5.212 Quantificagdao de PGE2 e 17B-estradiol por ELISA............ccmrrreennnnnnnn. 46
5.213 Imunodetecgao de proteinas por Western blot................cccccomrrrennnnnnnnn. 46
5.2.14 Imuno-histoquimica (IHC).......ccccciiiiiiiiiimiir e 47
5.215 IMUNOfIUOreSCENCIA......cciiiiiirrerrrrrrr e 48
5.216 CuUltivo CelUlar.......euueeeiiiiiiirerrccrir e 48

5.217 RNA de Interferéncia (SIRNA) ... 49



5.2.18 Viabilidade CeIUIAN.......coee et e rrere e s rere s s e renrenrm s rnnrmnrnn 49

5.2.19 Ensaio de invasao celular............cccooimmmmmeiiiiinnn s 49
5.2.20 Preparo do meio condicionado e angiogénese in Vitro ...............ccee... 50
5.2.21 Ensaio de migragao celular ...........cccoviiiiiiiiiiiiin 51
5.2.22 Bioinformatica ... 51
5.2.23 Analises estatisticas ............ccceiiiiiiiii 52
6 RESULTADOS ...t mmmn e e 53

6.1 PARAMETROS DE ADIPOSIDADE, METABOLISMO, INFLAMACAO E
TUMORIGENESE EM CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA HSF E
EXPOSTOS AO PROTOCOLO DMBA/MPA. ..ottt 53
6.2 A INIBICAO DE COX-2 REDUZ OS NIVEIS MAMARIOS DE PGE2, AUMENTA A
LATENCIA TUMORAL E PROLONGA A SOBREVIDA DOS CAMUNDONGOS
ALIMENTADOS COM A DIETA HSF ... 57
6.3 A INIBICAO DE COX-2 DIMINUI A PROGRESSAO DE TUMORES MAMARIOS
ASSOCIADO COM A INIBICAO DA ANGIOGENESE E INVASAO, E

INDEPENDENTE DE EFEITOS NA VIABILIDADE CELULAR........cooiiiiieeeeeee 60
6.4 O INIBIDOR DE COX-2 DIMINUI OS NiVEIS DE AROMATASE E ESTROGENIO
NO TAM DOS CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETAHSF ........cccceeenneee. 67

6.5 ETORICOXIBE REDUZ OS NIVEIS DE CITOCINAS INFLAMATORIAS E A
FORMAGCAO DAS CLS-B NO TAM DOS CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM

D E T A H S et e e e e e 71
7N £ o U= o 74
- J o2 0] Lo I U £ o L 86
9  REFERENCIAS ..ot ectrts e e essas s s e e sasas s e s sasss e e s sas s e e s sanssasnsees 87
ANEXO A — ARTIGO .......coiiicciniirrrr s s 101

ANEXO B — ARTIGOS EM COLABORAGAO........ccceererererereresersssesessesessssesessnaes 102



15

1 INTRODUGAO

1.1 OBESIDADE E TECIDO ADIPOSO

A obesidade é definida como um acumulo excessivo de gordura que apresenta
risco para a saude, pois estad acompanhada por inflamagao sistémica leve e cronica.
E o resultado da interacéo entre diferentes fatores, incluindo componentes genéticos,
metabdlicos, comportamentais e ambientais. A atual classificagdo, segundo o indice
de massa corporal (IMC), sugere diferentes graus, de acordo com o peso e altura
[peso (kg) / altura (m) * altura (m)]. Individuos com sobrepeso apresentam IMC igual
ou maior que 25 kg/m? e representam cerca de 39% dos adultos no mundo, cerca de
1,9 bilhdes de pessoas, das quais, 650 milhdes sao classificadas como individuos com
obesidade (IMC = 30 kg/m?) (OMS, 2021). Segundo dados da Organizagao Mundial
de Saude (OMS) (2021), a obesidade esta mais prevalente em mulheres do que em
homens, 14,9 e 10,8%, respectivamente. Os impactos sociais gerados pela obesidade
s&0 maiores que os da fome ou da desnutricido (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).
Dados brasileiros sobre obesidade indicam que 20% da populagdo >18 anos é
classificada como obesa, com IMC >30 kg/m?. E 55,4% da populagéo é composta por
individuos com sobrepeso (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

A principal funcdo do tecido adiposo € armazenar energia e 0 excesso de
carboidratos da dieta para periodos de necessidade energética, como no estado de
jejum. No entanto, com a atual aumento da disponibilidade e ingestdo caldrica,
associada ao sedentarismo, ocorre um significativo desbalangco entre consumo e
gasto caldrico, o que acaba levando ao sobrepeso e obesidade (GUZIK et al., 2017).
De modo geral, as complicagdes trazidas pela obesidade agravam outras doencgas,
principalmente, quando ocorre maior acimulo no tecido adiposo visceral (DESPRES;
LEMIEUX, 2006; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). No tecido adiposo, o adipécito € a
célula responsavel por estocar o excesso de carboidratos, em forma de triglicerideos
(TG) (DESPRES; LEMIEUX, 2006; KARPE; PINNICK, 2015). Quando um adipdcito
atinge seu limite de hipertrofia, ele entra em necrose e extravasa o seu conteido em
forma de acidos graxos livres (HOWE et al., 2013). Por muito tempo o tecido adiposo

foi considerado apenas um 6rgao estoque, até que em meados de 1994, Zhang e
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colaboradores identificaram sua fungéo enddcrina, ou seja, além de estocar energia
em forma de TG nos adipdcitos, ele € capaz de sintetizar e secretar fatores que
permitem sua interagdo enddcrina com outros érgéos (ZHANG et al., 1994). Entre as
substancias secretadas estdo os horménios, como a leptina e adiponectina, e as
citocinas, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993) e a interleucina 6 (IL-6), entre outras (FANTUZZI, 2005;
HAUNER, 2004; PEINADO et al., 2012; WAJCHENBERG, 2000). Além das fungbes
inflamatodrias, as adipocinas e citocinas tém variadas fungdes fisioldgicas, tais como:
controle da ingesta alimentar, homeostase energética, aumento da sensibilidade a
insulina, angiogénese, protecao vascular e regulagao da pressao arterial (HAVEL,
2004) (Fig. 1).

A leptina € majoritariamente expressa nos adipocitos e sua principal fungao é
ativar, no sistema nervoso central, a homeostase energética. Ela se liga ao receptor
de leptina (Lep-R), no hipotalamo, inibindo a liberagao de peptideos orexigénicos
(neuropeptidio Y e peptideo relacionado a proteina Agouti-AGRP)), e estimulando a
liberagao de peptideos anorexigénicos (corticotrofina —CRH; pré-opiomelanocortina —
POMC), o que resulta em uma redugao da ingesta alimentar (FRIEDMAN, 2019;
KALRA et al., 1999). Em homeostase, a leptina é responsavel pelo controle da ingesta
alimentar, mantendo o peso corporal e o dispéndio energético em niveis adequados.
Como majoritariamente é produzida nos adipdcitos, seus niveis sdo positivamente
relacionados com a quantidade de gordura corporal, e esses niveis sao regulados por
alteragdes nutricionais e hormonais (CARO et al., 1996; FRIEDMAN, 2019). O
problema mais recorrente na obesidade é a perda de funcédo do receptor da leptina,
que resulta na resisténcia a leptina e ocasiona um excesso de ingesta alimentar
(GUYENET; SCHWARTZ, 2012). A leptina possui efeitos pré-inflamatorios,
promovendo a producdo de IFN-y e estimulando as células T, assim como contribui
no processo de diferenciacdo dos macrofagos, estimulando o fenétipo pré-inflamatério
que é responsavel pela liberagao de citocinas como TNF-a e IL-6 (KULKARNI;
BOWERS, 2021; LOFFREDA et al., 1998) (Fig.1).

A adiponectina, por sua vez, também é produzida no adipdcito, mas esta
negativamente relacionada a quantidade de gordura corporal (HOTTA et al., 2001).
Seus niveis sdo encontrados elevados em individuos com peso considerado

adequado. A adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina, aumenta a oxidagao de
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acidos graxos no figado e musculos e diminui a expressado de proteinas de adeséao
(antiaterogénicas) (KERSHAW; FLIER, 2004). A presenga da adiponectina reduz os
niveis de TNF-a, diminui a quimiotaxia de macrofagos, aumenta a produgdo de
citocinas anti-inflamatorias, como IL-10, e inibe as pro-inflamatérias, como IL-6.
Individuos com obesidade ou com resisténcia a insulina tem reducdo nos niveis
circulantes de adiponectina (SPRANGER et al., 2003) (Fig.1).

(LA — Leptina
—Y N —» Adiponectina ﬂ

— TNF-a
— L6

—» Leptina
— Adiponectina

—» TNF-a
—» IL-6

X M f; Células | Qutras células | Adipécito

‘Zm acrolago . endoteliais @/J imunes ot

Figura 1 - Mudanc¢as no tecido adiposo em quadro de obesidade.

O tecido adiposo pode ser fracionado em adipdcitos, contendo lipideos, e na fragcdo do
estroma, que contém os pré-adipdcitos, macrofagos, outras células imunes e células
endoteliais. No estado obeso, ha um aumento no tamanho e niumero dos adipécitos bem como
aumento na quantidade de células inflamatérias na fracdo estromal. Essas mudancas na
composig¢ao do tecido adiposo resultam no aumento da secrecao de leptina e citocinas
inflamatérias, com diminui¢ao na secregao de adiponectina. IL-6 - interleucina-6; TNFa — fator
de necrose tumoral-a. (Adaptacado da autora com BioRender.com (KHANDEKAR; COHEN;
SPIEGELMAN, 2011))
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O tecido adiposo é constituido por diferentes tipos celulares e, entre os
principais componentes responsivos as alteragdes hormonais e inflamatérias do tecido
adiposo estdo os macréfagos (FANTUZZI, 2005; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007).
O tecido adiposo hipertrofiado secreta adipocinas que podem induzir e manter uma
ativagao de baixo-grau do sistema imune inato. Entre os fatores secretados para atrair
as células imunes para o tecido adiposo, a proteina quimiotaxica para mondcitos-1
(MCP-1) tem sido demonstrada como crucial no processo de infiltracdo de macréfagos
(DOMMEL; BLUHER, 2021; FAIN, 2006; KHANDEKAR; COHEN; SPIEGELMAN,
2011). Aliberacao de fatores de atragcdo como a MCP-1 resulta no aumento do numero
de macrofagos presentes no tecido adiposo de individuos obesos, quando comparado
com individuos magros. Porém, além das diferengas quantitativas no numero de
macrofagos, os individuos normoponderais possuem macrofagos uniformemente
pequenos, isolados/dispersos e em fendtipo inativado. Enquanto que os macréfagos
de individuos obesos sao ativados para um perfil pré-inflamatério, e formam
agregados ao redor dos adipécitos que originam as estruturas em forma de coroa
(CLS) (WEISBERG et al., 2003).

Acredita-se que o mecanismo subjacente a formagao das CLS envolve a
presenca de tecido adiposo inflamado e em hipdxia, devido a hipertrofia dos
adipoécitos, os quais ocasionam uma reducdo na vascularizagdo resultando em
necrose celular. Esse estado hipdxico estimula a formagao de novos vasos através do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e ativa o fator induzido por hipdxia 1
(HIF-1) (TRAYHURN; WOOD, 2005). A hipéxia e a consequente ativacdo de
macrofagos proé-inflamatérios promovem aumento na produgdo de adipocinas,
secregao de citocinas pro-inflamatérias (CANCELLO et al., 2005) e prostaglandinas
(SUBBARAMAIAH et al., 2012) no microambiente do tecido adiposo, podendo, até
mesmo, ter impacto sistémico (OUCHI et al., 2011). Essa inflamagao subclinica e
cronica observada em individuos obesos parece contribuir significativamente para o
estabelecimento e agravamento de diversas doengas do sistema cardiovascular,
diabetes, cancer e, até mesmo, infecgées por virus como o SARS-CoV2 (STEFAN;
BIRKENFELD; SCHULZE, 2021).
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1.2 CANCER DE MAMA

Cancer é o termo utilizado para identificar um grande numero de doengas que
tém em comum a habilidade de proliferacao celular descontrolada. Associado a esse
aumento proliferativo, outros fenétipos tipicos do cancer foram estabelecidos, como
a evasao imunoldégica, imortalidade celular, promogéao de inflamacéao, capacidade de
metastase, angiogénese, instabilidade genbémica e mutagdes, resisténcia a morte
celular e, finalmente, desregulagéo da bioenergética celular (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

O desenvolvimento do cancer requer varias etapas, sendo as 3 principais: i)
Iniciagédo, que requer mudancas estaveis no genoma celular (mutagdes, dele¢des ou
amplificagdes génicas) podendo ser espontdneas ou induzidas por exposi¢cao
ambiental; ii) Promogao, fase em que ocorre proliferagao do clone celular mutado pela
constante exposi¢cao ao agente promotor e; iii) Progressao, fase irreversivel em que
novas alteragbes genOmicas se somam a mudangas no microambiente tumoral,
processos de pressao seletiva e selecao clonal, resultando em uma populacédo de
células malignas bem adaptadas e com alto potencial de invasao tecidual e
semeadura metastatica (BASU, 2018).

Com relagao aos numeros relacionados a incidéncia de cancer, levantamento
recente indicou que em 2018 foram contabilizados 18,1 milhdes de novos casos, e 9,6
milhdes de mortes por cancer mundialmente (FERLAY et al., 2019). Entre as
mulheres, o cancer de mama € o de maior ocorréncia e, surpreendentemente, 70%
das mortes por cancer de mama ocorrem em paises em desenvolvimento; aumento
que acredita-se estar associado a maior expectativa de vida, urbanizacdo e adogao
do estilo de vida ocidental (LEE et al., 2012). No Brasil, para 2020, foi estimado que o
cancer de mama contabilizaria 29,7% dos casos de cancer entre as mulheres, sendo
o tipo tumoral mais incidente entre elas. Em 2018, o indice de mortalidade para o
cancer de mama foi de 16,4%, com 18.068 mortes. Ainda, estima-se que para cada
ano do triénio 2020-2022, irdo ocorrer 66.280 novos casos de cancer de mama, no
Brasil (INCA, 2019).

O cancer de mama é uma doenca heterogénea que compreende uma grande

diversidade de tipos celulares e alteragbes genéticas (DAl et al., 2016). Uma das
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classificagcbes mais utilizadas clinicamente, é realizada de acordo com as
caracteristicas moleculares do tumor mamario em analise de imuno-histoquimica
(IHC). Com relagao a expresséo do receptores de estrogénio (RE), de progesterona
(RP) e do receptor do fator de crescimento epidermal 2 (do inglés: Human Epidermal
growth fator receptor-type 2 - HER2); e também o cancer de mama triplo-negativo (do
inglés: Triple-negative breast cancer - TNBC), que n&o expressa nenhum dos 3
receptores citados anteriormente (ANDERSON; SCHWAB; MARTINEZ, 2014). Além
da classificagao imuno-histoquimica, perfis moleculares obtidos a partir de dados de
transcriptoma, e analise de preditores Pam50, classificam os tumores de mama nos
subtipos Luminal A, Luminal B, Her2-enriquecido, tipo-Basal e tipo-Normal (PARKER
etal., 2009; RAJ-KUMAR et al., 2019). O subtipo luminal A é o mais frequente e menos
agressivo, dado que o diagndstico tende a ocorrer em estadiamento inicial e pelo fato
de expressar receptores hormonais tipo RE (e/ou RP), o que permite controle
farmacolégico por tratamento adjuvante com tamoxifeno (Fig.2). No outro extremo
encontram-se os tumores tipo basal, os quais possuem uma boa sobreposi¢ao
molecular com o subtipo histolégico TNBC, sendo diagnosticados em estadiamento
mais avangado, e sendo tratados com quimioterapia citotoxica, uma vez que nao séo
sensiveis a terapia antiestrogénica ou anti-HER2 (WOLFF et al., 2013) (Fig. 2).
Entretanto, a aplicacao e relevancia clinica dos subtipos moleculares esta em estudo
e, ha maior parte do mundo, as decisdes terapéuticas sdo baseadas em histologia e
imuno-histoquimica para RE, RP, HER2 e Ki67.
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Figura 2 — Subtipos moleculares de cancer de mama.

Classificacdo baseada nos marcadores moleculares, diferenciando de acordo com os
receptores ativos. Modelo que apresenta os quatro subtipos bem conhecidos (Luminal A,
Luminal B, HER2-superexpresso e Triplo-negativo). (Criado pela autora com BioRender.com).

No contexto dos canceres de mama associados a obesidade, tema desta tese,
destaca-se o papel do estrogénio. O estrogénio tem um importante papel em diversos
processos fisioldgicos, incluindo regulagdo do metabolismo energético, resposta ao
estresse, bem como no desenvolvimento das caracteristicas sexuais. Em mulheres na
pré-menopausa, o estrogénio é produzido predominantemente nos ovarios (CUI;
SHEN; LI, 2013). O horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) € liberado pelo
hipotalamo estimulando a secregdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e o
horménio luteinizante (LH). O FSH, por sua vez, estimula a biossintese de estrogénio
nos foliculos ovarianos em crescimento, que entdo age no hipotalamo para induzir a
produgao de LH. A liberacdo aguda de LH ativa a ovulagcédo e o desenvolvimento do
corpo luteo, sendo que todo esse processo esta relacionado com o periodo
reprodutivo da mulher (KELSEY; GAMMON; JOHN, 1993). Além da participagao no
controle do ciclo estral, o estrogénio também foi descrito como indutor do
desenvolvimento de tumores mamarios em experimentos com roedores e, por exercer

efeito proliferativo tanto direta quanto indiretamente, no cultivo de células humanas de



22

cancer de mama (LUPULESCU, 1993). O efeito direto na iniciacado tumoral pode
ocorrer através da indugao de enzimas e proteinas envolvidas na sintese de DNA e
através da ativacdo de oncogenes. Ja o efeito indireto pode ocorrer através do
estimulo da secrecéo de prolactina e pela producgéo de fatores de crescimento como
fator de crescimento transformador-a (TGF-a) e o fator de crescimento epidermal
(EGF) (CLEMONS; GOSS, 2001). O efeito do estrogénio sobre a regulagao génica e
proliferacdo celular € mediado por dois receptores, REa e REB, que pertencem a
superfamilia de receptores nucleares e funcionam como fatores de transcricdo
regulados por ligantes. Cerca de 70% dos tumores mamarios humanos expressam
REa (LU; KATZENELLENBOGEN, 2017). O REa tem grande importancia no
desenvolvimento tumoral, e é utilizado como um biomarcador molecular, para
determinar o uso ou nao de terapia enddécrina (THOMAS; GUSTAFSSON, 2011). A
terapia enddcrina consiste principalmente no uso de tamoxifeno, antagonista dos
receptores de estrogénio na mama.

ApOs a menopausa a produgéo ovariana de estrogénio é reduzida para niveis
insignificantes. No entanto, é paradoxal, que a maioria dos canceres de mama
RE- positivo ocorram apds a menopausa, quando os niveis circulantes de estrogénio
sdo menores. Por outro lado, o estrogénio pode ser sintetizado a partir de outros
precursores hormonais, como a progesterona, que pode ser convertida a
androstenediona, e essa é convertida a testosterona e entdo aromatizada em
estradiol. Esse processo ocorre localmente na mama e é conhecido como sintese
periférica de estrogénio. Essa biossintese local de estrogénio na mama, e o aumento
dos niveis do mesmo no sangue podem estar diretamente associados com o estimulo
a proliferagao de células mutadas (LARIONOV; BERSTEIN; MILLER, 2002), de modo
que o estrogénio atua como promotor e nao iniciador tumoral.

A biossintese do estrogénio ocorre pela agao da enzima aromatase que catalisa
um dos passos finais na conversdo dos androgenos em estrogénio (SEBASTIAN;
BULUN, 2001). A aromatase é normalmente expressa em tecidos como cérebro,
tecido adiposo, placenta, vasos sanguineos e pele (MOLEHIN et al., 2021; SIMPSON
et al., 1994). Sua expressdo no tecido adiposo € sugerida como o principal
componente molecular promotor de tumores dependentes de estrogénio depois da
menopausa (BROWN et al., 2017; THOMAS; GUSTAFSSON, 2011).
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Como vimos acima, os fatores hormonais tem grande importancia no
desenvolvimento tumoral, sendo que, entre os fatores etiolégicos podemos destacar
a idade da primeira menstruacao, idade do primeiro filho, tempo de amamentacéo,
idade da menopausa, sobrepeso, historico familiar, uso de alcool, uso de
contraceptivos orais, terapia hormonal para menopausa (BARNARD; BOEKE;
TAMIMI, 2015) e exposicao a radiagao (YALCIN, 2013), bem como estilo de vida e
fatores ambientais (RUDOLPH; CHANG-CLAUDE; SCHMIDT, 2016).

Dentro do estilo de vida, o consumo de uma dieta ndo saudavel, que muitas
vezes resulta em obesidade, € um fator central para o desenvolvimento de tumores
(DANAEI et al., 2005). O ganho de peso por si s6 € um dos principais fatores de risco
para o cancer de mama, especialmente depois da menopausa. Mulheres que tém um
aumento de peso de até 20 kg durante a vida adulta dobram o risco de desenvolver a
doenca (VRIELING et al., 2010). Neste contexto, ha estudos clinicos que demonstram
uma correlagao significativa entre a obesidade e a incidéncia de cancer de mama,
especialmente em mulheres na pés-menopausa (NAMAZI et al., 2019; SIMPSON;
BROWN, 2013). Em modelo animal de camundongos BALB/c fémea submetidas a
uma dieta high fat (60% kcal de gordura) observou-se um aumento na proliferagcao de
células epiteliais da glandula mamaria, com redugdo no tempo laténcia tumoral e
aumento da vascularizagdo dos tumores formados; os quais foram acompanhados
pela expressao de genes inflamatorios e de fatores de crescimento celular (ZHAO et
al., 2013).

1.3  OBESIDADE E CANCER DE MAMA: BASES MOLECULARES

Desde a constatagao da correlacido entre obesidade e cancer de mama, muitos
pesquisadores voltaram esforgos para identificar os mecanismos que estabelecem a
obesidade como um fator de risco para o desenvolvimento de tumores da mama.
Como acima mencionado, a enzima aromatase €& a principal responsavel pela
biossintese de estrogénio em outros tecidos, que ndo o ovario (MCTIERNAN et al.,
2006). No contexto do cancer de mama, o tecido adiposo mamario (TAM) é quem
parece estar envolvido na sintese local do estrogénio, o qual atua como agente

promotor da proliferagcao das células neoplasicas. Em pacientes obesas, o aumento
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dos niveis de aromatase nao se da apenas pela presenga do tecido adiposo, mas
principalmente pela inflamagcdo associada a ele (BOWERS et al, 2015;
SUBBARAMAIAH et al., 2012). Na investigagdo dos possiveis mecanismos, foi
hipotetizado que a PGE2 produzida no microambiente tumoral poderia estimular a
atividade da aromatase no tecido adiposo (SUBBARAMAIAH; HUDIS;
DANNENBERG, 2011). Para isso, foram utilizadas culturas com tecido adiposo
subcutaneo de mulheres submetidas a abdominoplastia. Esse tecido foi tratado com
PGE2 ex-vivo, e o que se observou foi um aumento na atividade da aromatase na
presenca de PGE2, enquanto o tecido sem o tratamento com PGE2 nao apresentou
atividade (ZHAO et al., 1996). Em estudos posteriores, a expressao da aromatase foi
correlacionada positivamente com a expressao da enzima COX-2, produtora da
PGE2, e com o tamanho tumoral em amostras de tumores mamarios. Os autores
sugeriram que um mecanismo paracrino e autécrino estaria envolvido no
desenvolvimento de tumores horménio dependentes, através da biossintese local de
estrogénio (BRUEGGEMEIER et al., 1999).

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de mama
com receptor hormonal positivo em mulheres na pdés-menopausa (CLEARY;
GROSSMANN, 2009; HULKA; MOORMAN, 2008; KRUIJSDIJK; WALL; VISSEREN,
2009). Em humanos, a obesidade causa uma inflamagao subclinica no tecido adiposo
(CANCELLO et al., 2005; CINTI et al., 2005; KRUIJSDIJK; WALL; VISSEREN, 2009),
caracterizada pela presencga de adipécitos necréticos circundados por macroéfagos,
formando as CLS (CINTI et al., 2005; MCNELIS; OLEFSKY, 2014; MURANO et al.,
2008; WEISBERG et al., 2003). Esses macrofagos produzem uma grande variedade
de mediadores pro-inflamatérios (MCNELIS; OLEFSKY, 2014; SUGANAMI; OGAWA,
2010; XU et al., 2003). Nas mulheres obesas, niveis aumentados de mediadores pro-
inflamatorios sao encontrados na circulagdo e podem contribuir com a progressao
tumoral e mortalidade (BACHELOT et al., 2003; DANDONA et al., 1998; VOZAROVA
et al., 2001). A presenca das CLS no TAM é proposta como biomarcador para o
aumento no risco de cancer de mama e também como um indicativo de mau
progndstico em pacientes diagnosticadas (MORRIS et al., 2011).

Nao exclusivo ao contexto da obesidade, a presenca das CLS também foi
positiva/aumentada no tecido adiposo de mulheres com IMC normal em péds-

menopausa, mas com parametros bioquimicos tipicos de obesidade metabdlica.
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Essas mulheres possuiam uma maior massa gorda, com altos niveis de expressao de
aromatase em tecido mamario e adipdcitos hipertrofiados, indicando uma disfungéo
metabdlica sistémica independente de um IMC de sobrepeso ou obesidade
(IYENGAR et al., 2017, 2018). A expressao de marcadores inflamatorios, como as
citocinas TNF-a e MCP-1, e PGE2, foi encontrada aumentada em mulheres na pos-
menopausa independente do IMC (IYENGAR; HUDIS; DANNENBERG, 2015). Dito
isso, foi sugerido que a medida do IMC pode nado ser a ideal para predizer as
alteragdes do tecido adiposo que predispdem a neoplasias da mama. Esses estudos
dao um importante destaque a presenca das CLS, no TAM e, como vimos, as CLS
sdo formadas pelo recrutamento de um grande numero de macréfagos. Os
macrofagos presentes em CLS produzem diversos mediadores que alteram o
microambiente da mama, e entre eles estda a PGE2. Uma vez secretada no
microambiente do tecido adiposo, a PGE2 ativa os receptores EP, localizados nos pré-
adipocitos, e, pela ativacdo da via cAMP-PKA, estimula a expressao da aromatase
(gene CYP19), resultando em aumento da sintese local de estrogénio. O estrogénio
formado atua como promotor da proliferacdo de células previamente mutadas
(BOWERS et al.,, 2014; HOWE et al.,, 2013; SUBBARAMAIAH et al.,, 2012;
SUNDARAM; JOHNSON; MAKOWSKI, 2013) (Fig. 3).
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Figura 3 — Interagdes paracrinas entre os macréfagos e outros tipos celulares.

As interagdes entre os macrofagos e as células proximais estabelecem um ambiente
inflamatdrio no TAM obeso, resultando em ativagao da expressao de genes dependentes de
REa. Os acidos graxos liberados pelos adipdcitos, como resultado da lipdlise associada a
obesidade, se complexam com Fetuina-A (FetA) e ativam a sinalizagao do receptor TLR4,
resultando em aumento da atividade de NF-kB nos macrofagos. NF-kB induz a expressao de
genes pro-inflamatérios incluindo COX-2, IL-18 e TNF-a em macroéfagos. Citocinas e PGE2
produzida por COX-2 ativam a transcricdo do gene CYP19 que codifica aromatase em células
préximas, como os pré-adipécitos, levando a uma elevada expressao e ativagcado de
aromatase. Consequentemente, a biossintese de estrogénio é aumentada, que se manifesta
pelo aumento na expressao dos genes dos receptores RE. Consequéncias da inflamacéao do
tecido adiposo incluem aumento nos niveis de citocinas circulantes bem como acumulo de
PGE2 (fonte: HOWE et al., 2013).

N&o exclusivo ao estrogénio, o estado inflamatdrio crénico ndo apenas contribui
para o aparecimento de resisténcia a insulina e doencgas cardiovasculares, mas
também parece estimular a proliferagao e progressao de células malignas. Moléculas
pro-inflamatérias favorecem a multiplicacdo celular. A hipertrofia do tecido adiposo
ocasiona aumento nos niveis circulantes de fatores de crescimento, citocinas e
adipocinas, como leptina, TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1B (HARVEY; LASHINGER;
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HURSTING, 2011). A leptina, por exemplo, pode estimular a via de transigao epitélio-
mesenquimal (EMT), tipica de canceres em progressao metastatica (RIOS GARCIA
et al., 2017). O papel do ambiente inflamatério na progressédo tumoral é reforcado
pelos estudos com inibidores de aromatase, os quais ndo apresentaram resultados
satisfatorios na inibicdo da progressao tumoral e das recidivas em pacientes obesas
(GNANT et al., 2013; SESTAK et al., 2010), sugerindo que nao apenas o estrogénio
local, mas também os mediadores inflamatorios presentes no microambiente mamario
podem estar contribuindo para a oncogénese em obesas. A falha dos inibidores de
aromatase aponta para a possibilidade de abordagem da via inflamatéria na
prevencao e inibigdo da recidiva em pacientes obesas. Nesse contexto, as
ciclooxigenases podem serem alvos promissores na tentativa de reduzir a inflamagéao
do TAM em obesas (DIORIO et al., 2012).

1.4  VIA DA COX-2/PGE2: BIOLOGIA, FARMACOLOGIA E ENVOLVIMENTO EM
CANCER DE MAMA.

Dentre os constituintes do microambiente tumoral e do TAM de obesas,
destacamos a presenca dos prostanoides, que tem um importante papel na
inflamacao estudada nesta tese. Os prostanoides sdo um grupo de mediadores
lipidicos que incluem as prostaglandinas e os tromboxanos. Sob estimulo celular, os
prostanoides séo sintetizados a partir do acido araquiddnico pela acdo das COX e
liberados para o meio extracelular, exercendo varias atividades fisiolégicas e
patolégicas em diferentes tipos celulares (TSUBOI; SUGIMOTO; ICHIKAWA, 2002)
(Fig. 4). A familia das COX compreende 3 isoenzimas: a COX-1 (constitutiva), COX-2
(induzida) e a COX-3 (SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004). A ciclooxigenase-1
(COX- 1) é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, enquanto que, muitos
tecidos saudaveis nao apresentam expressdo em niveis detectaveis de COX-2.
Embora alguns tecidos como o rim e o endotélio vascular expressam
constitutivamente a COX-2, sua producgao é tipicamente associada com ambientes
inflamatorios, o que a torna um dos alvos farmacolégicos mais importantes no
tratamento de quadros inflamatérios, e de dor associada a inflamacao (DUBOIS et al.,
1998).
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Entre os prostanoides, a PGE2 é encontrada aumentada nos tumores de
mama, e é descrita como participante da progressdo tumoral (BOWERS;
DEGRAFFENRIED, 2015). As prostaglandinas possuem meia vida curta, por isso sua
acao acaba ocorrendo localmente de maneira autocrina ou paracrina, interagindo com
os receptores especificos localizados nos tecidos proximais (SOBOLEWSKI et al.,
2010). A PGE2 age em receptores de membrana acoplados a proteina G,
denominados EP1, EP2, EP3 e EP4. A ativacdo dos diferentes receptores resulta em
diferentes respostas biologicas. EP1 é acoplado a proteina Gq, sendo seu segundo
mensageiro o trisfosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG), que s&o responsaveis
pela mobilizacdo de calcio e proteina quinase C (PKC), que por sua vez ativa as
respostas intracelulares como exocitose em células enddcrinas e contragdo muscular
(KAWAHARA et al., 2015). EP2 e EP4 sao acoplados com Gs, que € responsavel pela
ativacao da adenilato ciclase, enzima que catalisa a conversao de ATP em cAMP, um
potente ativador da proteina quinase A (PKA). EP2 e EP4 também estimulam a
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3). A GSK3 é
relacionada com proliferacédo celular por promover a fosforilacido de B-catenina e sua
subsequente degradacdo pelo proteossoma 26S. Finalmente, o receptor EP3 é
acoplado com proteina Gi, e sua ativagao por PGE2 inibe a enzima adenilato ciclase,
diminuindo a ativagao da via cAMP/PKA (SOBOLEWSKI et al., 2010). Os receptores
EP se encontram desregulados em células de cancer de mama, com aumento na
expressao de EP1, EP2 e EP4 e diminuicdo na expressdo de EP3 (KUNDU et al.,
2014; READER; HOLT; FULTON, 2011). Os receptores EP também estao localizados
no tecido adiposo, sendo que nos pré-adipécitos se encontra expresso o receptor EP4,
e nos adipécitos maduros o esta localizado o receptor EP3 (BURGLUM et al., 1999)
(Fig. 4). Por essa razao, a modulagao farmacolégica da atividade dos receptores EP,
indiretamente por meio de inibidores de COX-2, pode modificar fenétipos tanto de
células adiposas quanto tumorais no microambiente mamario.

Além dos quadros de dor e inflamacéo, a via da COX-2/PGE2 também participa
de mecanismos de proliferagao celular, apoptose e metastase, portanto, contribuindo
para a progressao de diversos canceres humanos, como cancer colorretal, pulmao e
mama (SOBOLEWSKI et al., 2010; ZARGHI; ARFAEI, 2011). Os niveis de mRNA e
proteina COX-2 sdo aumentados em amostras de cancer de mama quando

comparados ao tecido mamario sadio, e tal perfil também esta presente em outros
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tumores sélidos como os carcinomas colorretal, pulmonar, gastrico, pancreatico e da
prostata (YOSHINAKA et al., 2006). Em um estudo de imuno-histoquimica incluindo
1576 amostras de carcinoma mamario, a expressdo de COX-2, de moderada a forte,
representou 37% das amostras analisadas, e estas foram associadas com pior
prognostico, formacédo de tumores mais invasivos e menor sobrevida dos pacientes
(RISTIMAKI et al., 2002). Outros pesquisadores encontraram a expressdo de COX-2
aumentada em todas as 13 amostras tumorais analisadas por RT-PCR (PARRETT et
al., 1997). Além disso, uma alta expresséo e atividade de COX-2 foi verificada em
modelos com animais transgénicos superexpressando HER2 (HOWE et al., 2001).
Neste estudo, a superexpressdao de COX-2 foi suficiente para a iniciagcdo da
carcinogénese em camundongos Her2/neu apdés multiplas gestagdes, confirmando
que COX-2 tem um papel crucial no desenvolvimento do cancer de mama (HARRIS
et al., 2000). Ainda, a superexpressao de COX-2 em glandula mamaria foi suficiente
para o desenvolvimento de tumor mamario em modelo de camundongo (LIU et al.,
2001). Em adigao, diferentes linhagens celulares de cancer de mama (RE-positivo
MCF7 e RE-negativo MDA-MB231) apresentam niveis flutuantes de COX-2, que

influenciam a transi¢ao epitélio-mesenquimal e a invasividade (BOCCA et al., 2011).
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Figura 4 - Esquema da via de sinalizagao da PGE2.

A partir dos fosfolipideos de membrana a fosfolipase A2 produz acido araquiddnico, e este
sofre a acdo da enzima COX-2 e origina PGE2. PGE2 age sobre os seus receptores ativando
diferentes respostas intracelulares. COX-2, ciclooxigenase-2; PGE2, prostaglandina 2; EP,
receptores de prostaglandina (1, 2, 3, 4) (Criado pela autora com BioRender.com).
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Devido a importante participagcao da COX e PGE2 nos quadros inflamatérios,
de transmissdo da dor e febre, os inibidores de COX, também chamados de anti-
inflamatérios n&o esteroidais (AINEs), exercem fungbes anti-inflamatdrias,
analgésicas e antitérmicas. Sao frequentemente utilizados no tratamento de doencgas
articulares degenerativas, doenca reumatoide, e lesdes por trauma muscular ou
articular associadas com quadros de dor e inflamagéo. Os AINEs de primeira geracao
sao inibidores nao-seletivos de COX, tendo afinidade tanto por COX-1 quanto por
COX-2. O primeiro farmaco deste tipo a ser produzido foi a aspirina (acido
acetilsalicilico), e desde entdo ela vem sendo amplamente utilizada (SIMMONS;
BOTTING; HLA, 2004). Outros farmacos nao-seletivos para COX-1/2 incluem o
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diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno. Os inibidores ndo-seletivos de COX tém grandes
vantagens. No entanto, o seu consumo pode causar efeitos de toxicidade,
principalmente, no trato gastrointestinal dado que a inibigdo da COX-1 resulta em
diminuicdo da produg¢ao de muco citoprotetor na mucosa gastrica, o que pode levar a
formacao de Ulcera gastrica especialmente no uso prolongado (CLARIA, 2003; HINZ;
BRUNE, 2002; SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004; TURINI; DUBOIS, 2002).

Com o passar do tempo, e com a possibilidade de utilizar ferramentas mais
avancgadas nas pesquisas foi possivel entender um pouco melhor sobre a natureza
patofisiologica da inflamagdo, permitindo que surgissem os AINEs de segunda
geracao, com maior seletividade para a COX induzida, que € a forma responsavel pela
producao de PGs pré-inflamatérias. A isoforma COX-2 apresenta um canal de ligagao
ao substrato hidrofébico expandido, e também tem a presenca de uma “bolsa” lateral
hidrofilica, que sao responsaveis pela especificidade de seus inibidores (HINZ;
BRUNE, 2002). Os primeiros inibidores de COX-2 desenvolvidos foram o celecoxibe
e o rofecoxibe, que foram introduzidos na clinica em 1998 e 1999. Atualmente, existem
mais 4 inibidores seletivos de COX-2 (Coxibes): valdecoxibe, parecoxibe, lumiracoxibe
e o etoricoxibe (PRATICO; DOGNE, 2005). A vantagem desses inibidores é que ndo
causam danos ao sistema gastrico, com baixo perfil de toxicidade. No entanto, seu
uso esta associado com aumento no risco de ocorréncia de eventos cardiovasculares,
incluindo infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral. Tal complicagao
fisiologica ocorre uma vez que os inibidores de COX-2 diminuem os niveis do
antitrombotico PGI2 nos vasos sanguineos, resultando em disturbio da homeostase
hemostatica (CLARIA, 2003; PRATICO; DOGNE, 2005). Devido a isso, alguns dos
representantes deste grupo foram retirados do mercado, como o rofecoxibe (2004) e
o valdecoxibe (2005) (EUROPEAN MEDICINES AGENCY (EMA), 2005).

O celecoxibe é o inibidor de COX-2 mais utilizado nos estudos realizados em
cancer de mama, e sua seletividade é aproximadamente 10x maior para COX-2 em
relagcdo a COX-1. Além das abordagens clinicas, foi demonstrado que o celecoxibe
induziu apoptose em linhagem celular MDA-MB-231 de cancer de mama. No modelo
in vivo, com inoculagao dessas mesmas células em camundongos, o tratamento com
celecoxibe promoveu a redugao da vascularizagao e maior necrose tumoral, reduzindo
a cinética de crescimentos dos tumores implantados (BASU et al., 2005). Além disso,

os estudos em modelos genéticos de cancer de mama em animais mostram que a
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supressao do gene da COX-2 em camundongos Her2/neu reduziu a tumorigénese e
angiogénese mamaria (HOWE et al., 2005). Entretanto, inibidores mais seletivos como
o etoricoxibe, que é aproximadamente 100x mais seletivo para COX-2 (RIENDEAU et
al., 2001; SHAH; KOTADIYA, 2020), nao tém sido estudados no contexto de canceres
de mama. Em estudos ja realizados com ele, em outros modelos tumorais, foi
verificado um efeito anti-angiogénico (NADDA et al., 2012). Em modelo animal de
indugdo de cancer colorretal, o tratamento com etoricoxibe foi capaz de inibir a via
NF- kB em estagios iniciais do desenvolvimento tumoral, com consequente indugao
de morte celular por apoptose em modelo murino (GHANGHAS et al., 2016).
Arelagao entre o uso de AINES e cancer de mama também vem sendo avaliada
em multiplos estudos clinicos. Em humanos, foi demonstrado, em um estudo
retrospectivo, que pacientes obesas com cancer de mama REa-positivo, tratadas
diariamente com AINE, associado a terapia adjuvante, apresentaram redugao na
recorréncia tumoral de 52 % e um atraso de 28 meses no tempo para a recorréncia
(BOWERS et al., 2014). Outro estudo, demonstrou que o uso de ibuprofeno (= 3
dias/semana) reduziu a recorréncia de cancer de mama em pacientes pré e pos-
menopausa (KWAN et al., 2007). Além disso, em estudo de fase |l onde foi conduzida
a combinagao de celecoxibe com 5-fluoruracila, epirrubicina e ciclofosfamida (FEC),
seguido de docetaxel, observou-se que a inibigdo de COX-2 foi bem tolerada por 80 %
dos pacientes com cancer de mama invasivo (CHOW et al., 2013). Uma alternativa ao
uso dos inibidores seletivos de COX-2 é o uso da aspirina. Alguns estudos clinicos
foram conduzidos com o intuito de investigar o impacto da inibicdo de COX em
individuos com risco de desenvolver tumores. No entanto, os resultados destas
coortes de pacientes ainda sao contraditorios, talvez devido a dificuldade em
estabelecer alguns tipos de controle nestes experimentos, tais como o tipo de AINE
utilizado, a dosagem e frequéncia de administracdo. Recentemente, um estudo
realizado em uma coorte de 62.512 mulheres, na pdés-menopausa, e que em algum
momento tomaram algum inibidor de COX, ndo encontrou correlagéo entre o0 consumo
do AINE e a redugédo no risco de desenvolver cancer de mama (CAIRAT et al., 2020).
Ja em outro estudo recentemente concluido, no qual se investigou o impacto do uso
de aspirina em diferentes tipos tumorais, foi observado que o uso de aspirina, em
qualquer frequéncia, modificou o desfecho de sobrevida dos pacientes com cancer de

mama e bexiga: quanto maior a frequéncia de consumo (mais de uma vez por
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semana), maior o tempo de sobrevida. O estudo ndo encontrou associagéo
significativa entre o uso de aspirina e incidéncia de cancer. E também, os outros tipos
tumorais contemplados no estudo, como o cancer de pancreas e es6fago, ndo se
mostraram responsivos ao tratamento com aspirina (LOOMANS-KROPP; PINSKY;
UMAR, 2021).

Tal inconclusividade nos dados estudos clinicos sugere a necessidade de uma
melhor compreensdo da magnitude de importancia da COX-2, e do uso de seus
inibidores, na génese e prevencado do cancer de mama. Nesse contexto, o uso de
modelos animais de desenvolvimento tumoral - que contemplem desde a fase de
iniciacdo, promogao e progressao em ambiente experimental controlado - parece ser
importante para a determinagdo das varidveis experimentais relevantes na

oncogénese mamaria.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é o tumor que mais afeta a saude da mulher, sendo
desencadeado tanto por fatores genéticos hereditarios quanto por componentes
externos. No que se refere as causas evitaveis do cancer de mama, o consumo de
alimentos de baixo valor nutricional e elevado poder caldrico e o sedentarismo,
intimamente ligados a obesidade, se caracterizam como fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer. Estudos recentes correlacionam a obesidade com
maiores chances de desenvolver cancer de mama, e tal fendmeno esta associado ao
estado inflamatdrio reportado no tecido adiposo de mulheres com sobrepeso, obesas,
e com obesidade metabdlica. A presenca das CLS-B no TAM vem sendo
consistentemente caracterizada como um dos principais biomarcadores de inflamacéao
relacionados com maior risco de desenvolvimento de cancer de mama. A hipotese
atual postula que a presenca das CLS no tecido adiposo resulta em uma maior
liberagao de citocinas e fatores inflamatorios e, entre elas, destaca-se a enzima COX-
2, que produz PGE2 envolvida na via da biossintese de estrogénio. Entretanto, o
problema central de pesquisa, objeto desta tese, se da no fato de que os estudos
prévios apenas estabelecem correlagdes entre as alteragdes inflamatdrias no tecido
adiposo e o risco para o desenvolvimento de cancer de mama. Por outro lado,
nenhuma publicacio, até o momento, estabeleceu se a COX- 2 apresenta um papel
central na inflamacgao do TAM, sintese local de estrogénio e oncogénese em contexto

obesogénico.
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3HIPOTESE

Estudos recentes tém mostrado uma correlagcéo positiva entre a obesidade e
a incidéncia de cancer de mama. Isso se da devido ao estabelecimento de um estado
inflamatério no tecido adiposo, que estimula a produgao de PGE2, via aumento da
expressdao de COX-2, nos macrofagos associados ao TAM. A produgao de PGE2
estimula a aromatase nos pré-adipocitos, aumentando os niveis de estrogénio, e
potencialmente estimulando a fase de promog¢ao de tumores mamarios. A hipotese é
que a inibicao farmacoldgica seletiva de COX-2 ira inibir a carcinogénese mamaria e
diminuir a progressao tumoral estimulada por uma dieta obesogénica através da
diminuicao da inflamacgao e da expressao de aromatase no tecido mamario, resultando

em menores niveis teciduais de estrogénio.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da inibigdo seletiva de COX-2 na carcinogénese mamaria,
€ sua associagao com alteracdes inflamatérias e hormonais no TAM, em modelo

murino de cancer de mama associado a obesidade.

42  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar as alteragbes metabdlicas, ganho de peso e adiposidade em
camundongos alimentados com uma dieta HSF e submetidos ao modelo de

oncogénese mamaria induzida por DMBA/MPA;

2. Avaliar o efeito da dieta obesogénica sobre a laténcia de aparecimento de

tumores mamarios induzidos por DMBA/MPA,;

3. Determinar o efeito preventivo do tratamento com o inibidor seletivo de COX-2,
etoricoxibe, na laténcia de aparecimento, incidéncia e progressao tumoral em
modelo de oncogénese mamaria induzida por DMBA/MPA em animais

alimentados com dieta controle e HSF;

4. Determinar o impacto da dieta HSF e tratamento com inibidor de COX-2 no
conteudo de aromatase niveis teciduais de estrogénio, presenca de CLS-B e
marcadores inflamatérios (COX-2, PGE2, IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, IFN-y e

IL12-p70) no TAM de animais controle e alimentados com dieta HSF;

5. Caracterizar o perfil de expressao dos receptores hormonais (RE, RP e HER2)

nos tumores mamarios induzidos por DMBA/MPA em camundongos;

6. Avaliar a dependéncia da funcdo ovariana para a carcinogénese mamaria

induzida por DMBA/MPA em animais submetidos a dieta obesogénica;

7. Determinar o efeito do etoricoxibe sobre o crescimento tumoral em tumores

estrogénio-independentes de Ehrlich em contexto de dieta controle;
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8. Examinar o efeito dos inibidores da COX-2 na viabilidade, invasao, migracao e

potencial angiogénico de linhagens de cancer de mama in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1  ANIMAIS

Os experimentos em animais foram conduzidos e reportados de acordo com os
principios éticos para o uso de animais de experimentag¢ao preconizados no ARRIVE

(https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines) e diretrizes do Conselho Nacional de

Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), de modo a minimizar a dor e
sofrimento animal ao longo dos estudos. O estudo animal foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFSC (CEUA) sob o nimero de protocolo 9334240518. Os
experimentos foram conduzidos em camundongos fémeas Swiss (Mus musculus) com
idades a partir de 30 dias, fornecidas pelo Biotério Central da UFSC. Foram alocados
6-7 animais por caixa, mantidos em ambiente com temperatura e ventilagdo
controladas, cama de maravalha autoclavada, temperatura constante de 22 + 1 °C,
ciclo de 12 h claro/escuro, e alimentados com pellets de ragao controle, ou ragdo HSF
e agua a vontade. Em todos os protocolos, os animais foram monitorados diariamente
e, ao sinal de alteragdes como letargia, locomocgao alterada, dispneia, perda de rapida
ou excessiva de peso, ericamento de pelos e/ou tumores com 1,5 cm3, os mesmos

foram eutanasiados.

5.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.2.1 Dietas

Camundongos Swiss fémeas com 30 dias, foram divididas em 2 grupos, um
grupo foi alimentado com ragao HSF consistindo de 35% de gordura (banha de porco);
20% de proteina (caseina); 31,1% de carboidratos (14% de sacarose, 3,9% de amido
de milho e 13,2% de maltodextrina); 4% de dleo de soja; 5% de fibra (microcelulose);
0,25% de colina; 0,18% de L-cistina; 3,5% de minerais e 1% de mix vitaminico,
totalizando uma energia bruta de ~5,5 kcal/g. O grupo com dieta controle foi
alimentado com uma dieta composta por 66,1% de carboidratos (7% de sacarose,

45,9% de amido de milho e 13,2% de matodextrina); 20% de proteina (caseina); 4%
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de dleo de soja; 5% de fibra (microcelulose) e colina, vitaminas, minerais e L-cistina
como descrito acima, totalizando uma energia bruta de ~3,8 kcal/g. Os ingredientes
da dieta foram comprados na empresa Essential Nutrition (Palhoga, SC, Brasil), e a
banha de porco foi obtida da marca BRF Brasil foods (ltajai, SC, Brasil). As rages
foram preparadas semanalmente, e os pellets foram estocados por no maximo 7 dias
a 4°C.

5.2.2 Inducao de tumor de mama por DMBA/MPA e tratamento farmacolégico

Os tumores foram induzidos em camundongos Swiss fémeas de 45 dias pela
administracao de 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) (25 mg/kg, Sigma-Aldrich, EUA).
O DMBA ¢é um carcindégeno que € amplamente utilizado em modelos de carcinoma
mamario. Apds sua administracdo, o DMBA passa pelo processo de ativacao
metabdlica na glandula mamaria, os metabdlitos do carcindbgeno interagem com as
células em proliferacao localizadas nas regides terminais (TEBs) formando adutos de
DNA que resultam na ocorréncia de mutagdes (KERDELHUE; FOREST; COUMOUL,
2016). O carcinégeno foi dissolvido em éleo de gergelim e administrado por gavagem
na dose de ~1 mg/animal combinado com acetato de medroxiprogesterona (MPA) (1
mg/animal, Depo® Provera®, diluido em 6leo de gergelim, 0,1 ml/animal, via
subcutanea). A administracao foi realizada uma vez por semana durante 5 semanas
consecutivas. Sete dias apos a ultima dose de DMBA/MPA, iniciou-se o tratamento
com etoricoxibe (5 mg/kg/dia, Arcoxia®©, dissolvido em salina - 0,9% NaCl) ou salina
(0,9% NaCl). Os tratamentos de salina ou etoricoxibe foram realizados diariamente
durante todo o periodo do experimento. A dose animal equivalente de etoricoxibe foi
estimada utilizando a formula de conversao de dose humana equivalente (HED mg/kg)
(NAIR; JACOB, 2016), assumindo uma dose humana tipica de 60 mg/dia para um
humano de 70 kg em um tratamento de condi¢des inflamatdrias. Esse valor foi ainda
dividido por dois, por se tratar de um modelo de exposi¢cao prolongado, o que resultou
em 5 mg/kg/dia de etoricoxibe. As regides mamarias dos animais tratados com
DMBA/MPA foram apalpadas duas vezes por semana, para averiguar o surgimento
de nodulos. A laténcia de aparecimento do tumor, o numero de animais com tumor e
o numero de tumores mamarios por animal (multiplicidade) foram avaliados. A

progressao tumoral — definida como o numero de dias entre a detecgao do tumor e a
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eutanasia — foi anotada para inferir a razdo de crescimento tumoral e a malignidade.
O volume dos tumores (mm?) foi calculado de acordo com a formula: 0,5236 x
L1x(L2)?, onde L1 é o maior diametro e L2 o menor didametro do tumor; as medidas
foram realizadas com auxilio de um paquimetro. Os animais em que o tumor
alcancava 1,5 cm® eram eutanasiados. Os demais animais foram eutanasiados no
tempo maximo de 120 dias apds o inicio do protocolo de indugdo tumoral com
DMBA/MPA.

5.2.3 Protocolo de ovariectomia bilateral (OVX)

Do total de animais utilizados no estudo, 28 deles foram submetidos a cirurgia
de retirada dos ovarios (ou controle operado, sham). Camundongos fémeas, com a
idade de 28 dias foram ovariectomizadas (OVX - retirada dos ovarios) e divididas em
4 grupos com n= 7. Os animais foram anestesiados por inalagdo de
isofluorano/oxigénio combinado com tramadol (5 mg/kg, administragdo subcutanea
para analgesia), e foi realizada uma ovariectomia bilateral, sob condigdes de assepsia.
Inicialmente, as laterais da regido abdominal foram raspadas e limpas com alcool
iodado. Uma incisdo de 1cm foi feita em cada um dos lados através da pele e da
parede muscular. Com sutura estéril absorvivel (Categute 4-0, Technofio), o corno
uterino foi trangado (0 mais préximo possivel do ovario) e o ovario foi removido. A
abertura foi fechada em duas camadas, ou seja, musculo e pele usando sutura estéril.
ApOs a cirurgia, os animais foram alojados individualmente por algumas horas para
permitir recuperacao e depois reagrupados nas caixas de alojamento. A administragao
de tramadol (5mg/kg, subcutanea) prosseguiu por mais 2 dias apds a cirurgia para
minimizacdo de dor. A inducdo tumoral seguiu o protocolo do item 5.2.2. Para o
tratamento, os animais foram divididos em grupos de 7 animais, de acordo com a dieta
que receberam (dieta controle ou HSF), sham ou ovariectomizadas, e em cada dieta
houve um grupo tratado com etoricoxibe (5 mg/kg) e outro grupo controle que recebeu
apenas veiculo (salina 0.9%). Os grupos tratados com etoricoxibe receberam doses
diarias do farmaco diluido em veiculo (0,9% NaCl) por via oral (gavagem). A
administracdo do farmaco comecou 7 dias apds a ultima dose do carcindbgeno
(indugcado com DMBA).
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Seguem abaixo os desenhos experimentais utilizados nos experimentos de

inducao tumoral por DMBA/MPA em animais submetidos a diferentes dietas (n=19).

HSF Controle
Inicio da Etoricoxib
dieta _ _ oricoxibe ou
& A Ay 4 4 salina
l Dia/0 Dia 28 \ Dia 120
Dia (-10) T T Dia 35 T
Inicio do Ultima dose S— Final
DMBA/MPA DMBA/MPA
o K +
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)
I}
!

Desenvolvimento
tumoral

Esquema 1 — Desenho experimental das dietas HSF e controle e indugcao de tumores

com DMBA/MPA.
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Esquema 2 — Desenho experimental do modelo de indugdao tumoral em animais
ovariectomizados (OVX) ou sham nas diferentes dietas e tratamento com inibidor de
COX-2.
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5.2.5 Modelo Implante Ortotrépico de Tumor de Ehrlich

Para avaliar o efeito antitumoral do etoricoxibe em contexto de tumores
previamente estabelecidos, aparte dos potenciais impactos na laténcia que afetam a
interpretacédo da progressao tumoral no modelo DMBA/MPA, foi utilizado um modelo
de implante ortotopico de células de adenocarcinoma mamario de Ehrlich em
camundongos Swiss (PALERMO-NETO; MASSOCO; DE SOUZA, 2003). As células
de Ehrlich foram descongeladas e submetidas a passagens intraperitoneais em
camundongos, na forma de tumores asciticos. As células asciticas foram entéo
coletadas, preparadas na densidade de 3x10° células em 0,1 ml de PBS estéril, e
inoculadas na mama #4 do camundongo fémea de 90 dias (EL-SISI et al., 2017). Uma
vez que os tumores foram palpaveis (~10 dias apds o implante), os camundongos
foram divididos em 4 grupos: i) dieta controle/salina (0,9% NaCl; 0,2 ml/dose); ii) dieta
controle/Etoricoxibe (5 mg/kg; 0,2 ml/dose); iii) dieta HSF/salina (0,9% NaCl,
0,2 ml/dose) e i.v.) dieta HSF/Etoricoxibe (5 mg/kg, 0,2 ml/dose). A administragao foi
realizada por gavagem, uma vez por dia, por um total de 10 dias. O crescimento dos
tumores foi monitorado usando um paquimetro, e o volume dos tumores (mm3) foi
calculado de acordo com a férmula: 0,5236 x L1x(L2)?, onde L1 é o maior tamanho e

L2 o menor didmetro do tumor.



43

HSF Controle
Inicio da Etoricoxibe ou
dieta salina
l Dia 60 l /(\ Dia 80
Dia 0 I ~Dia 70 I
(Tumor palpavel)
Inoculagio Final
células de
Erhlich *
) S

Desenvolvimento
tumoral

Esquema 3 — Desenho experimental do modelo de dieta HSF e indugao tumoral com
células de Ehrlich.

5.2.6 Ingesta caldrica, eficiéncia alimentar e adiposidade

O ganho de peso corporal de cada animal foi monitorado semanalmente. O
ganho de peso dos animais foi calculado e expresso em % comparando com o seu
peso inicial. A ingesta alimentar de cada animal foi determinada por medidas diarias
de consumo, pela diferenga no peso da ragao oferecida aos animais dividido pelo
numero de animais na caixa. A formula utilizada para esse calculo foi ([total de ragao
ingerida na caixa (g)/numero de animais por caixa]/peso de cada animal (g)) x 100. O
resultado foi expresso em gramas (g) de comida ingerida por 100 g de massa corporal.
A ingesta caldrica por animal (kcal/day/mouse) foi determinada usando o conteudo
caldrico das dietas: dieta controle (3,8 kcal/g) e dieta HSF (5,5 kcal/g). A eficiéncia
alimentar foi calculada considerando a ingesta caldrica e 0 ganho de peso durante o
periodo analisado. Os dados apresentados se referem a um periodo de
acompanhamento de 60 dias, contados a partir do primeiro dia das dietas. Ao final do
experimento, os pesos relativos do TAM — retirado da regido abdominal/inguinal
contralateral ao tumor — tecido adiposo visceral e tecido retroperitoneal foram

calculados da seguinte maneira: (peso do tecido/peso final do animal) x 100.
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5.2.7 Coleta dos tecidos

Os animais foram eutanasiados por uma overdose de cetamina/xilazina
(intraperitonealmente). O sangue total foi coletado, e o soro foi separado por
centrifugacao (1500 x g/15 min temperatura ambiente) e congelado a -80°C. O TAM,
visceral, retroperitoneal e os tumores foram coletados, pesados, e fracionados de
acordo com cada procedimento a ser realizado. Parte dos tecidos foi imediatamente
fixada em 4% de paraformaldeido (PFA) para a coloracdo Hematoxilina e Eosina
(H&E) e imuno-histoquimica (IHC), ou entdo foram congelados a -80 °C para
imunoblot, imunofluorescéncia, e outra parte foi imediatamente transferida para

experimentos de cultivo ex vivo (descrito abaixo).

5.2.8 Parametros bioquimicos

Os niveis de colesterol total, triglicerideos e glicose foram quantificados no soro
através do kit comercial da Labtest liquiform (cat #76, #87, and #133, respectivamente)

de acordo com as instru¢des do fabricante. (Labtest, MG, Brasil).

5.2.9 Histologia por coloragao de H&E

Fragmentos do tumor e do TAM foram fixados em 4% de PFA por 18-24 h em
temperatura ambiente. Apds fixagao, os tecidos foram desidratados em banhos seriais
de etanol e xilol, seguido inclusdo em parafina (52 °C). Os blocos de parafina foram
cortados em secdoes de 5 pm (Microtomo Leica RM2255). As secdes foram
depositadas em laminas e submetidas a coloracdo automatizada de H&E (Leica
AutoSatainer XL). Imagens dos cortes do tecido adiposo foram adquiridas utilizando o
escaner automatizado (Slide Scanner Axio Scan Z1 — Zeiss) na ampliagao de 100x.
Cinco campos por amostra/lamina foram contados e anotados. O numero total de
adipdcitos nas microfotografias foi estimado utilizando o software Zeiss Zen. O volume
médio (pL) dos adipdcitos do TAM por amostra foi calculado a partir do didmetro
(volume = 4/3 x Tr*raio®) de cada célula completa medida no campo, e foi feita a média
dos 5 campos por amostra. As CLS-B foram contadas manualmente utilizando
microscopio de luz (Leica DMI3000b) na ampliacdo de 100x, sendo expresso a

quantidade por 1 cm? (nimero/campo). A coloragao por H&E tambémé foi utilizada
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para contagem do numero de vasos nos tumores induzidos por DMBA/MPA, os quais
foram expressos pela soma do numero de vasos presentes em 8 campos na

ampliacdo de 100x.

5.2.10 Cultivo ex-vivo do tecido adiposo mamario

Foi realizada cultura do TAM como previamente descrito (CARSWELL,; LEE;
FRIED, 2012). Imediatamente apds a dissec¢ao do tecido, um pequeno pedaco do
mesmo (~100 mg) foi lavado em 0,9% de salina estéril e, em seguida, incubado em
placas de cultivo celular de 35-mm contendo 2 ml de meio de cultivo Dulbecco’s
modified Eagle (DMEM) suplementado com 1x de solugao de antibiético-antimicético
(Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (SFB), mantido a 37°C em incubadora
umidificada com 5% de COz2. Aliquotas do sobrenadante foram coletadas apd6s 24 h
de incubacgao para quantificagdo de citocinas por citometria de fluxo pelo ensaio de
deteccao de beads (CBA), e também foi realizada a quantificagdo de PGE2 e 173-
estradiol por ELISA.

5.2.11 Determinacgao de citocinas por citometria de fluxo

Os niveis de 6 citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, IFN-y e IL12-p70) foram
medidos no meio de cultura coletado da incubacéo ex vivo do TAM através da técnica
de detecgédo de beads por citometria de fluxo (BD Cytometric Bead Array Mouse
Inflammation Kit — CBA, BD Biosciences). Brevemente, 25 puL dos mix de beads de
captura foram incubados com 50 uL das amostras e 25 uL do reagente de detecgao
PE. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2 h no escuro, e
centrifugadas em 200 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de beads
ressuspendido em tampao de lavagem 1x. A leitura da fluorescéncia foi realizada no
citometro BD FACSCanto Il (BD Biosciences). Os dados foram calculados utilizando
o software FCAP Array v3.0 (BD Biosciences), utilizando como referéncia a curva
padrao fornecida no kit. As amostras foram diluidas 20x para quantificagdo das
citocinas IL-6 e MCP-1, e a concentracdo das citocinas nos cultivos de 24 h foi

expressa como ng/g de tecido adiposo por poco.



46

5.2.12 Quantificacdo de PGE2 e 17B-estradiol por ELISA

Os niveis de 17-p-estradiol e PGE2 no meio de cultivo ex vivo do TAM foram
quantificados usando o kit de ELISA para prostaglandina E2 (n° 514010, Cayman
Chemical) e o kit de ELISA para 17-p-estradiol (ab108667, ABCAM), respectivamente,
de acordo com protocolo do fabricante. Os dados foram expressos como ng/g de
tecido adiposo por poco. Os niveis de PGE2 também foram avaliados nas aliquotas
de DMEM coletadas do cultivo de células MDA-MB231 seguido o protocolo ja

mencionado.

5.2.13 Imunodetecc¢ao de proteinas por Western blot

Amostras do TAM foram homogeneizadas em tampéao de lise RIPA (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, Triton X100 1%, 0,25% deoxicolato de sdédio, 100 mM EDTA)
contendo inibidores de fosfatase e protease (1 mM PMSF, 1mM ortovanadato de sédio
e 1 mM de NaF, Sigma-Aldrich) e clarificados por centrifugagdo a 14000 x g por 10
min a 4°C. A quantidade de proteina foi quantificada pelo método de Lowry. As
proteinas (50 pg) foram separadas por 10% SDS-PAGE (Mini-Protean, Bio-Rad) e
eletro-transferidas em membrana de nitrocelulose usando sistema semi-seco (Hoefer
TE77). Amembranas foram coradas com Ponceau S, lavadas com tampao Tris-salina
0,1% de Tween-20 (TBS-T) e bloqueadas com 5% de leite em p6 desnatado diluido
em TBS-T, por 1 h a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios utilizados incluem
oanti-COX-2 (sc- 19999, Santa Cruz Biotechnology), anti-CYP19A1/aromatase
(#18995-, Abcam), e anti-B-actina (#8457, Cell Signaling Technology). Os anticorpos
primarios foram incubados sob a diluicdo de 1:1000 (4°C, overnight). Apds a
incubagédo com o primario, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado com HRP (1:2000, Santa Cruz Biotechnology) por 2 h a temperatura
ambiente, lavadas 3x com TBS-T, e as bandas foram capturadas usando o ChemiDoc
MP (Bio-Rad) ou filmes de raio-X. A B-actina foi avaliada depois do stripping dos
anticorpos para COX-2 e aromatase. O software Imaged foi utilizado para quantificar
as bandas de proteina, e o imunoconteudo foi expresso pela comparacido com a

intensidade média das bandas do grupo controle por membrana.
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5.2.14 Imuno-histoquimica (IHC)

Os tecidos emblocados em parafina foram cortados em secgdes de 4 um.
Brevemente, as secc¢des foram desparafinizadas, hidratadas e fervidas em tampéo
citrato (pH 6,0) para a recuperagao de antigeno. A atividade da peroxidase enddgena
foi bloqueada com 3-10% de perdxido de hidrogénio diluido em metanol (10 min), e
as seccgdes foram entdo bloqueadas com 12% de leite em pds desnatado diluido em
TBS-T por 40 min. O anticorpo primario foi incubado overnight a 4°C, em camara
umida, seguido por uma incubagdo com um anti-mouse/anti-rabbit (Novolink Polymer
Detection System, Leica Biosystems) seguindo as instrugdes do fabricante. Os
controles negativos tiveram o anticorpo primario substituido por um diluente de
anticorpo ou isotipo de controle 1gG. 3,3-Diaminobenzidina (DAB) foi usado como
cromogeno, e as secgdes foram contracoradas com hematoxilina de Meyer por 1 min,
lavadas com agua, e montadas em laminula com meio Permount (Thermo Fisher). Os
anticorpos primarios utilizados foram o anti-receptor de progesterona (clone hPRa2,
diluido 1:50, NeoMarks), o anti-receptor de estrogénio a (clone AER314, diluido 1:200,
Thermo Fisher), o anti-HER2 (clone c-erB2, diluido 1:200, Dako), o anti-pan-
citoqueratina (clone AE1-AE3, diluido 1:500, Dako), o anti-citoqueratina-14 (clone
LLO02, diluido 1:1000, Thermo Fisher), o anti-COX-2 (sc-19999, diluido 1:100, Santa
Cruz Biotechnology), e o anti-CDC47/Mcm7 (clone Ab-2 47D141, diluido 1:300,
NeoMarks. A expressao de HER2 foi quantificada pelo escore de acordo com (WOLFF
etal., 2013) (0= sem coloragdo de membrana ou incompleta e coloragédo de membrana
fracamente perceptivel em <10% das células tumorais; 1 + = coloragdo de membrana
incompleta e fracamente perceptivel em 210% das células tumorais; 2 + = coloragao
incompleta e/ou moderada em 10% das células tumorais ou coloracédo de membrana
completa e intensa em <10% das células tumorais; e 3 + = coloracdo da membrana
completa e intensa em 10% das células tumorais). Em nosso estudo, apenas as
marcacgdes com escore de 3 + foram consideradas positivas. O indice de expressao
de CDC47 e COX-2 foi obtido estimando o percentual de células positivas em 500
células tumorais avaliadas (MARIA DE SOUZA et al., 2012). Os escores dos RE e RP
foram definidos de acordo com a ASCO e o Colégio Americano de Patologia, que
recomendam que os ensaios de RE e RP sejam considerados positivos se houver ao

menos 1% de marcagdes positivas no nucleo nas amostras testadas (HAMMOND et
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al., 2010). A estratificagado desses receptores ocorre de acordo como percentual de
nucleos imunorreativos: 0, negativo; 1 + (1%-25%); 2 + (26%-50%); 3 + (51%-75%) e
4 + (76%-100%). O diagnostico de tumores epiteliais foi confirmado com os anticorpos

anti-pan-citoqueratina e anti-citoqueratina-14.

5.2.15 Imunofluorescéncia

Amostras do TAM foram coradas como previamente descrito, com poucas
modificagdes (SILVA et al., 2019). Brevemente, amostras de TAM congeladas foram
descongeladas por 30 min a temperatura ambiente, lavadas com PBS 1x, e fixadas
por 1 h com 1% PFA/PBS. As amostras foram entdo bloqueadas por 1 h com 5%
BSA/PBS a temperatura ambiente, e incubadas com anticorpo anti-mouse-CD11b
(clone M1/70, BD Biosciences) conjugado com fluorocromo PE diluido a 1:100 com
tampao de bloqueio (overnight a 4°C). As amostras foram lavadas 3 vezes com PBS
gelado e o nucleo foi corado com DAPI por 5 min. Enfim, as secgbes foram lavadas e
foi realizada a montagem com Mowiol® (Sigma-Aldrich). As laminas foram estocadas
por 72 h no escuro a 4°C até a obtengdo das imagens. As imagens foram capturadas
utilizando microscopio confocal invertido (Leica DMIG000 B) e as imagens foram

preparadas utilizando o software ImageJ.

5.2.16 Cultivo celular

As linhagens celulares MDA-MB231, SKBR3 e MCF7 foram obtidas da ATCC
e utilizadas em passagens por menos de 3 meses apos descongelamento. As células
foram mantidas em meio de cultivo DMEM ou RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de SFB e antibidtico:antimitético 1x (Sigma-Aldrich), de
acordo com o recomendado para cada linhagem, e mantidas em incubadora
umidificada e 5% de CO2 a 37 °C. As células foram tratadas entre 50-60% de
confluéncia. Solugdes de etoricoxibe (sc-218446, Santa Cruz) e celecoxibe
(cat#PZ0008, Sigma-Aldrich) foram preparadas nas concentragdes de 50-100 mM em
DMSO e estocadas a -20°C.
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5.2.17 RNA de Interferéncia (siRNA)

O siRNA para COX-2 (sc-29279) e o controle negativo siRNA-A (sc-37007)
foram adquiridos na Santa Cruz Biotechnology. As transfec¢des foram realizadas
usando o reagente lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen) seguindo protocolo padréo do
fabricante. O silenciamento de COX-2 foi confirmado em 48 h apds a transfecgao por
imunoblot, e o impacto na viabilidade celular foi verificado em 96 h apds a transfecg¢ao

por ensaio de MTT.

5.2.18 Viabilidade celular

Para avaliar viabilidade celular foi utilizado o ensaio de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). A viabilidade celular foi quantificada pela
reducdo do MTT a formazan, que indica a atividade de desidrogenases mitocondriais
em células viaveis. As células foram cultivadas como descrito anteriormente,
plaqueadas e, apds 24 h, foram submetidas ao tratamento de interesse. Apds o tempo
de tratamento, o meio de cultura foi retirado, os pocos foram lavados 2x com PBS, e
foi adicionado 100 pL de MTT (0,5 mg/mL). Apds incubagdo em estufa de cultivo por
30 min, a solugcdo de MTT foi descartada e 100 uyL de DMSO foi adicionado. A placa
foi agitada e a leitura realizada em 560-630 nm (Aseso-As30) (Multileitora Spectramax
Paradigm, Molecular Devices). Os dados de viabilidade foram expressos em

percentual comparado as células ndo tratadas (Viabilidade = 100%).

5.2.19 Ensaio de invasao celular

O efeito do etoricoxibe no potencial de invasao da matriz extracelular (ECM)
por células de cancer de mama foi avaliado utilizando o Ensaio de Invas&o Celular
QCM ECM (cat#ECM-554, Merck Millipore) segundo protocolo ja realizado por nosso
grupo (ZANOTTO-FILHO et al., 2018). Inicialmente, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas e 250.000 células suspensas em 50 yL de DMEM sem soro foram
adicionadas na camara superior (revestidos com matriz extracelular e poros de 8 pm).
Em seguida, 200 yL DMEM livre de soro, com ou sem inibidores de COX-2, foram
adicionados sobre as células plaqueadas nas camaras superiores. A camara inferior

consistiu de DMEM suplementado com 20% de SFB como um quimioatraente. Apos
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48 h em incubadora de cultivo celular, as células que invadiram a camara inferior foram
marcadas com corante de fluorescéncia CyQuant GR por 15 min, e a fluorescéncia foi
lida a 480/520 nm. O percentual de células invasoras foi comparado com uma curva
padréo de células da mesma linhagem e os dados foram expressos como % de
invasao celular. Nos experimentos com siRNA, as células com COX-2 depletada e os
controles de siRNA foram mantidas por 48 h pds-transfec¢ao para que o knockdown

fosse eficiente, antes da tripsinizacao e inoculagdo nas camaras de transwell.

5.2.20 Preparo do meio condicionado e angiogénese in vitro

Ensaios de angiogénese in vitro foram realizados para determinar se a inibigao
da producédo de prostaglandina dependente de COX-2 afeta o potencial angiogénico
do secretoma de células MDA-MB231. Para o preparo do meio condicionado (MC),
células MDA-MB231 cultivadas em placas de 12 pogos foram tratadas com 3 doses
de celecoxibe e etoricoxibe (1, 10, 25 uM) por 6 h, permitindo a incorporagao do
farmaco, ou siRNA (48 h de pré-incubagéao), lavadas com PBS estéril e incubadas com
700 uL de DMEM fresco suplementado com 5% de SFB por um tempo adicional de
48 h. Ao final das 48 h, o MC foi coletado e imediatamente utilizado para o ensaio de
angiogénese, com o intuito de reduzir a perda de atividade associada ao
congelamento. Para angiogénese, foi utilizado o kit Angio-phase (MBL international)
como previamente descrito por nosso grupo (ZANOTTO-FILHO et al., 2018).
Brevemente, uma mistura células endoteliais humanas (patenteadas) s&o co-
plagueadas em placas de 24 pocos e incubadas com o MC das células de cancer de
mama ou DMEM fresco (DMEM grupo controle) por um total de 10 dias para a
formacéao de estruturas filiformes dos tubulos anastomosados, que se assemelham ao
leito capilar. O meio condicionado foi trocado e renovado a cada 3 dias. Ao final do
tratamento, as células foram fixadas e imunocoradas com anticorpo anti-CD31
(ab28364, Abcam). Apds incubacédo do anticorpo secundario, o ELISA de fosfatase
alcalina (AP) foi realizado utilizando o substrato soluvel p-nitrofenil-fosfato (pbNPP) cujo
produto foi lido colorimetricamente a 405 nm. Como um controle para a localizagao da
expressao de CD31, em alguns experimentos, a reacao da AP foi realizada com o

substrato BCIP/NBT, que forma um precipitado insoluvel. VEGF recombinante e PGE2
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purificada (Cat#14010, Cayman Chemical) foram utilizados como controle positivo

para indugao de estruturas tipo-vaso.

5.2.21 Ensaio de migragao celular

As células MDA-MB231 foram cultivadas em placas de 24 po¢os e, ao atingirem
a confluéncia de 90%, o SFB foi reduzido para 1% (overnight). As células em
monocamada foram entido “riscadas” com uma pipeta de 200 uL para a formacéo de
uma ranhura. Apos lavagem com PBS para retirar as células soltas no meio, as células
foram fotografadas, e entdo foi realizada a incubagcdo de DMEM com 1% SFB
acrescido de celecoxibe ou etoricoxibe em diferentes concentracdes. Nas células com
COX-2 depletada por siRNA, a transfeccao do siRNA foi feita por 48 h, e s6 entao foi
realizada a ranhura na monocamada. A migracdo das células foi monitorada nos
tempos 0, 6 e 24 h utilizando um microscopio com contraste de fase (Olympus 1X83)
na amplificagdo de 100x. A area da ranhura pré- e pés-tratamento foi quantificada
utilizando o software Imaged e a razéo de fechamento foi expressa em percentual. A
privagdo completa de soro ndo foi usada devida a perda de viabilidade das células
MDA- MB231 apds 24 h de privagao.

5.2.22 Bioinformatica

Para avaliar os niveis constitutivos da expressao de COX-2 entre as diferentes
linhagens de cancer de mama, dados publicos de Sequenciamento de RNA (RNAseq)
da plataforma E-MTAB-2706, compreendendo 675 linhagens tumorais sequenciadas,
foram baixados do banco de dados EBI-ArrayExpress e importados para o ambiente
de analise R. As linhagens celulares de cancer de mama foram filtradas, e 58 delas
foram anotadas em relagdo ao seu status de RE, HER2 (+ou-), e claudin-low com
base em caracterizagdes anteriormente publicadas (DAl et al., 2017; KAO et al., 2009;
PRAT et al.,, 2010, 2013). As diferencas de composigdo nas bibliotecas de
sequenciamento de RNA (counts) entre as linhagens celulares foram normalizadas
pelo método o método da média aparada dos valores M ( Trimmed means of M-values;
TMM) seguido do célculo de contagens por milhdo (CPM), ambos usando o pacote
edgeR. Em seguida, adicionamos 1 aos valores da matriz CPM, e calculamos seu
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log10 para comparacéao estatistica. O mapa de calor foi construido usando o pacote

pheatmap.

5.2.23 Analises estatisticas

Os experimentos in vitro foram repetidos 3 vezes em triplicata, e os dados dos
experimentos independentes foram plotados juntos. Os dados foram expressos como
média + desvio padréo (SD). Os dados dos experimentos in vivo foram plotados como
graficos box-and-whiskers para facilitar a visualizagdo da dispersado dos dados. Os
testes estatisticos D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk foram aplicados para avaliar a
normalidade dos dados. O teste T ndo-pareado foi utilizado para as comparagdes de
2 grupos. Anadlise de variancia de uma via ou duas vias (ANOVA) seguidas pelos
testes de post-hoc de Tukey ou Bonferroni, respectivamente, foram aplicadas quando
grupos multiplos foram comparados. As curvas de Kaplan-Meier foram comparadas
utilizando o teste log-rank (Mantel-Cox). O teste exato de Fisher (Fisher exact) foi
utilizado para comparar proporgdes entre 2 grupos. Os graficos e as analises

estatisticas foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad).
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6 RESULTADOS

6.1 PARAMETROS DE ADIPOSIDADE, METABOLISMO, INFLAMACAO E
TUMORIGENESE EM CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA HSF E
EXPOSTOS AO PROTOCOLO DMBA/MPA

Inicialmente, decidimos validar se a dieta HSF promove um fenétipo tipo obeso
nos camundongos expostos ao protocolo de indugao tumoral por DMBA/MPA. Isso foi
necessario dado que estudos prévios demostraram que o DMBA afeta no ganho de
peso em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta high-fat (HSIEH; PENG,;
CHOU, 2017). Assim, investigamos se a presengca do mutagénico afetaria a
composic¢ao corporal e os parametros bioquimicos induzidos pela dieta HSF em nosso
modelo quando comparado a animais ndao submetidos ao tratamento com o
carcindégeno.

De fato, a administracdo de DMBA/MPA afetou o ganho de peso corporal nos
camundongos alimentados com a dieta HSF quando comparado aos animais
alimentados com a dieta HSF, mas sem o DMBA/MPA (Fig. 5A; p<0,05 na interagao
dieta:DMBA em ANOVA de duas vias). Na auséncia do DMBA/MPA, a média de ganho
de peso foi 65% e 43% maior no grupo HSF do que nos grupos alimentados com dieta
controle nos tempos de 30 e 90 dias de tratamento, respectivamente. Por outro lado,
0s animais alimentados com HSF e expostos ao DMBA/MPA tiveram ganho de peso
corporal similar aos animais em dieta controle (Fig. 5A). Os camundongos alimentados
com a dieta HSF mostraram uma diminui¢ao na ingesta diaria de calorias de 14-17%
independente da exposicdo ao DMBA/MPA (Fig. 5B), que foi relacionado com menor
consumo de ragédo no grupo HSF. Apesar disso, a dieta HSF forneceu as calorias
necessarias, que resultaram em melhor eficiéncia alimentar nos animais alimentados
na auséncia de DMBA/MPA (Fig. 5C). Em contraste, a exposicao ao DMBA/MPA
afetou a eficiéncia alimentar em ambas as dietas (Fig. 5C).

Apesar de impactar o ganho de peso, a exposicdo ao DMBA/MPA nao impediu
o0 acumulo dos tecidos adiposos mamario, retroperitoneal e visceral nos camundongos
alimentados com dieta HSF (Fig. 5D), apesar de a magnitude da adiposidade do TAM

ser menor no grupo HSF/DMBA/MPA comparado com o grupo alimentado com HSF
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sem o DMBA/MPA (p<0,05 na interagcédo da dieta:DMBA; ANOVA de duas vias) (Fig.
5D). Esses dados estédo de acordo com os resultados dos marcadores de adiposidade
avaliados no modelo DMBA combinado com dieta rica em gordura em camundongos
(HSIEH; PENG; CHOU, 2017). No que se refere as alteracbes do metabolismo de
glicose e lipideos, a dieta HSF aumentou os niveis de glicose (GLU), colesterol total
(CT) e TG no soro dos animais tratados com DMBA/MPA (Fig. 5E).
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Figura 5 — Parametros de obesidade no modelo DMBA/MPA. (A) O ganho de peso, (B)
ingesta caldrica, (C) eficiéncia alimentar, (D) peso dos tecidos adiposos coletados e (E)
bioguimica do soro das fémeas alimentadas com a dieta HSF ou dieta controle, e o efeito do
protocolo indutor tumoral com DMBA/MPA sobre esses parametros. Camundongos com 35
dias de idade foram alimentados com dieta HSF ou dieta controle por 10 dias seguida da
administragcéo de 5 doses de DMBA/MPA (1 dose por semana) ou administragao do veiculo.
As coortes de animais “DMBA” ou “sem DMBA” foram monitoradas por um total de 120 ou 90
dias, respectivamente. As dietas foram mantidas durante todo o periodo do experimento. Em
A, o grafico representa o ganho de peso durante 30 e 90 dias do protocolo de dieta. Os
parametros B e C foram monitorados durante 60 dias de dieta, D e E foram avaliados em
amostras coletadas ao final do experimento, seja por finalizagao respeitando os parametros
humanitarios, ou pelo fim do protocolo experimental. Em A-E, *representa diferenga nas
comparagodes indicadas (teste-t ndo-pareado, p<0,05); # representa interagdo entre dieta e
DMBA/MPA (p<0,05, ANOVA de duas vias, post-hoc Bonferroni). N amostral: sem DMBA
(n=12/grupo), DMBA (n=19/grupo). TAM (tecido adiposo mamario), TARP (tecido adiposo
retroperitoneal) e TAV (tecido adiposo visceral); CT (colesterol total), GLU (glicose) e TG
(triglicerideo); “controle” (dieta controle); HSF (dieta high-sugar/fat).

Corroborando o ganho de peso do TAM (Fig. 5D), os camundongos

alimentados com dieta HSF exibiram numeros por campo diminuidos (Fig. 6A) e
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volume celular aumentado (Fig. 6B) dos adipécitos mamarios quando comparados
com camundongos alimentados com dieta controle (Fig. 6A-6C). A histologia do TAM
também revelou alguns aglomerados de células circundando alguns adipocitos
(Fig. 6C), sugerindo a presenga de CLS-B, especialmente no grupo HSF. Tais
estruturas foram positivas para o marcador de monécito/macrofago CD11b em
imunofluorescéncia (Fig. 6D).

O tratamento com dieta HSF também aumentou os niveis de PGE2, MCP-1 e
IL-6 no TAM isolado ao final dos experimentos (entre 90 e120 dias depois da primeira
dose de DMBA/MPA). Inesperadamente, TNF-a e IL-10 ndo mostraram alteragdes
entre os grupos (Fig. 6F), e IFN-y e IL12-p70 apresentaram niveis nao detectaveis
pelo método CBA. Por fim, a avaliacao do fendtipo tumoral mostrou que a dieta HSF
acelerou a tumorigénese mamaria induzida por DMBA/MPA quando comparada com
a dieta controle (Fig. 6E). Ao final dos 120 dias, depois da primeira dose de
DMBA/MPA, a incidéncia tumoral foi de 58% (11/19 camundongos) no grupo HSF
versus 21% (4/19 camundongos) no grupo de dieta controle (p=0,045; teste exato de
Fisher). Dois animais alimentados com a dieta HSF desenvolveram neoplasia linfoide

em adi¢cdo aos tumores mamarios.



56

A. 150- B. C.  H&E (TAM)- DMBA
o E ﬁgr;:trole 30073 Controle - -~
8 2 BE HSF 2
o o = * ) o { . ¥
£ £ 100- £ 7 200- i " ¥ Sy ‘
€2 Tl ) ¢ - o,
7] * £ AN e N ; ~
0 © Q ) \ !
o5 82 E . —
'C o _-.:2 vE K . T ¥ (
2'8 504 'S 100 AW .
2 c '8_ \ - \T % { ‘,1.\
2 = A At }’Qﬁ—-’
< L * ' R J-s, . \
0 0 r\' ‘.\ ]
sem DMBA DMBA sem DIVIBA DMBA N A 'Y Ve 4 s
D. CD11b-PE E.
N N ’g 10+ * . 100
5 £ 8 E
= RS 2 75+
@]
a - 5 61 5
L E » 50
@ 24l =
Lz s g Log-rank p=0.011
5"? B 21 — < 27 o controle  HR:382
—
(TI) O 0__V_|_ &e 0 |T|SF T T T
Controle HSF 0 30 60 90 120
Laténcia (dias)
F.
1.09 TNFa 8001 MCP-1 8001 IL-6 57 IL-10 501 PGE?2
0.8 00{  * g00{ * <Y S0 T

(]
) Qé & Qe.f‘ »\«
S

Figura 6 — Caracterizagao do tecido adiposo. (A-B) Numero de adip6citos mamarios por
campo e volume celular, (C) e histologia representativa por H&E do TAM dos animais
alimentados com dieta controle e dieta HSF. (D) Imunofluorescéncia de CD11b e
quantificacado das CLS-B no TAM dos animais alimentados com a dieta controle e dieta HSF.
Em C e D, as flechas indicam a localizagao de estruturas tipo CLS-B, barra de 50 ym. (F) A
quantificagdo das citocinas e os niveis de PGE2 no ensaio por ELISA, foram realizados com
0 sobrenadante obtido a partir do cultivo ex vivo do TAM de animais expostos ao DMBA/MPA
e alimentados ou com a dieta controle ou a dieta HSF. Em A, B e D, os *representam a
diferenga entre as comparagdes do grupo dieta controle, ou entre as comparagodes indicadas
(teste-t, p<0,05, n=6/grupo). (E) O grafico de Kaplan-Meier mostra o efeito das dietas controle
e HSF sobre a laténcia tumoral (% animais livres de tumor) em camundongos expostos ao
DMBA/MPA. O valor de p por log-rank e hazard ratio (HR) também sao mostradas (n-
19/grupo). “controle” (dieta controle); HSF (dieta high-sugar/fat).
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6.2  AINIBICAO DE COX-2 REDUZ OS NiVEIS MAMARIOS DE PGE2, AUMENTA
A LATENCIA TUMORAL E PROLONGA A SOBREVIDA DOS
CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM A DIETA HSF

Em seguida, utilizamos o modelo de carcinogénese HSF-DMBA/MPA para
avaliar o impacto da inibicdo de COX-2 sobre a carcinogénese mamaria. Para isso, 0s
grupos “dieta controle” e “dieta HSF” foram tratados com o inibidor seletivo de COX- 2,
etoricoxibe, ou com salina/veiculo por 85 dias, como delineado na Figura 7A. De
acordo com os resultados na Figura 7, a dieta HSF diminuiu tanto a laténcia quanto a
sobrevida dos animais. Por outro lado, animais alimentados com HSF e tratados com
etoricoxibe apresentaram uma maior laténcia de aparecimento de tumores mamarios
e maior sobrevida (Fig. 7B e 7C). O grupo HSF mostrou média de laténcia tumoral e
sobrevida total de 71 e 99 dias, respectivamente, enquanto esses parametros nao
foram atingidos nos grupos HSF+etoricoxibe e dieta controle. No contexto da dieta
controle, o efeito anti-carcinogénico do etoricoxibe nao foi perceptivel devido a menor
incidéncia tumoral na janela de tempo avaliada (Fig. 7B-D). Nota-se que 69% (11/16)
dos camundongos alimentados com a dieta HSF apresentaram tumores ao passo que
a incidéncia foi reduzida para 37% (7/19) no grupo HSF+etoricoxibe (Fig. 7D). Com
relagdo a multiplicidade tumoral, a maioria dos animais apresentou apenas um tumor
palpavel, e 4 animais da dieta HSF apresentaram 2 ou mais tumores. Os outros grupos
apresentaram apenas 1 ou 2 camundongos, no maximo, com duas massas tumorais
mamarias (Fig. 7D). Mortes nao relacionadas aos tumores foram observadas em 2/19
(10,5%) no grupo etoricoxibe e 3/19 (15,8%) no grupo HSF; sendo esses casos

excluidos das analises.
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Figura 7 — O inibidor de COX-2, etoricoxibe, retarda a formacao de tumores e prolonga
a sobrevida no modelo de carcinogénese mamaria. (A) Desenho experimental:
camundongos Swiss fémeas foram alimentadas com a dieta controle ou HSF por 10 dias,
antes da inducao dos tumores com DMBA/MPA (5 doses, 1/semana). Sete dias depois do fim
do protocolo DMBA/MPA, os grupos dieta controle e dieta HSF foram subdivididos e tratados
com etoricoxibe (5mg/kg/dia) ou salina (n=19/grupo) por um total de 120 dias ou até que fosse
constatado algum tipo de critério de eutanasia nos animais. (B-C) Grafico de Kaplan-Meier
mostrando o efeito da dieta e etoricoxibe na (B) laténcia tumoral (% de animais livres de tumor)
e (C) sobrevida no modelo DMBA/MPA. O valor de p por log-rank e hazard-ratio (HR) também
estdo mostrados. (D) A incidéncia tumoral e a multiplicidade de tumores entre os grupos.
*p<0,05 comparando com o grupo controle, # p=0,061 comparando o grupo “HSF+Etori” (teste
de Fisher). “controle” (dieta controle + salina); Etori (dieta controle + etoricoxibe); HSF (dieta
HSF + salina); HSF+Etori (dieta HSF + etoricoxibe).

Para caracterizar o eixo COX-2/PGE2 nas amostras de TAM, coletou-se o TAM
contralateral aos tumores mamarios formados, de modo a minimizar a interferéncia do
tumor no microambiente tecidual mamario. Ensaios de ELISA demonstraram que a
dieta HSF aumentou a produgao de PGE2 nas culturas ex vivo do TAM (Fig. 8A), e
esse efeito foi paralelo ao aumento dos niveis da proteina COX-2 (Fig. 8B) no TAM
dos camundongos alimentados com a dieta HSF. Etoricoxibe diminuiu os niveis da
proteina COX-2 (Fig. 8A) e de PGE2 (Fig. 8B) no TAM, assim validando que o efeito
do farmaco utilizado no modelo foi capaz de diminuir a produgao de PGEZ2, indicando
a inibicdo da atividade de COX-2 in vivo. Por outro lado, o tratamento com etoricoxibe
nao promoveu beneficios na desregulagdo metabdlica e nos parametros de
adiposidade nos camundongos alimentados com dieta HSF. Os camundongos

alimentados com a dieta HSF combinado com etoricoxibe mostraram acumulo de
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gordura no figado, niveis de glicose e colesterol, ganho de peso, adiposidade visceral
e eficiéncia alimentar semelhantes aos dados encontrados no grupo HSF (Fig. 9).
Apenas a ingesta caldrica mostrou uma diminui¢cdo estatisticamente significativa no
grupo combinando HSF+etoricoxibe quando comparado ao grupo HSF e aos grupos
da dieta controle (Fig. 9). Juntos, esses dados sugerem que o papel anti-carcinogénico
da inibigdo de COX-2 nos camundongos alimentados com a dieta HSF envolve uma
modulagdo do microambiente mamario ao invés de apresentar efeito sistémico sobre

0s parametros relacionados a obesidade.
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Figura 8 — Niveis de COX-2 e PGE2 mediante tratamento com etoricoxibe. (A)
Quantificagcao de PGE2 por ELISA no sobrenadante retirado do cultivo ex vivo do TAM
(n=6/grupo). (B) Imunoblots de COX-2 e B-actina no lisado do TAM (2 animais/grupo,
representativo), e quantificagéo de COX-2, pela razédo da intensidade da banda COX-2/B-
actina (n=6/grupo). “controle” (dieta controle + salina); Etori (dieta controle + etoricoxibe); HSF
(dieta HSF + salina); HSF+Etori (dieta HSF + etoricoxibe). *diferenga com relagéo ao grupo
controle ou entre as comparagoes indicadas (ANOVA de uma via, post-hoc Tukey, p<0,05).
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Figura 9 — Efeitos das dietas controle e HSF na presenga ou auséncia de etoricoxibe
sobre parametros metabdlicos em modelo de carcinogénese por DMBA/MPA. (A)
Imagens representativas do acumulo lipidico em cortes histolégicos de figado (coloracao de
H&E, aumento de 100x). (B) Niveis séricos de glicose e colesterol total (n=10/grupo). (C)
Eficiéncia alimentar, ingesta calérica, ganho de peso (intervalo de 60 dias) e acumulo de TAV
(n=16-19/grupo). “Controle” (dieta controle + salina); “Etori” (dieta controle + etoricoxibe);
“HSF” (dieta HSF + salina); “HSF+Etori” (dieta HSF + etoricoxibe). *diferente em relagéo ao
grupo controle ou entre as comparacdes indicadas (ANOVA de 1 via, post-hoc Tukey, p<0,05).

6.3 A INIBICAO DE COX-2 DIMINUI A PROGRESSAO DE TUMORES
MAMARIOS ASSOCIADO COM A INIBIGAO DA ANGIOGENESE E INVASAO,
E INDEPENDENTE DE EFEITOS NA VIABILIDADE CELULAR

Em nosso modelo, o numero de dias entre a deteccdo do tumor e a eutanasia
foi chamado de “tempo de progressao” (Fig. 10A). Portanto, o efeito do etoricoxibe no
prolongamento da sobrevida (Fig. 7) poderia estar sendo atribuido ao aumento da
laténcia do tumor, ao tempo de progresséo para a eutanasia, ou ambos. Para avaliar

o efeito da inibicdo de COX-2 na progressao tumoral, ndés categorizamos os
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camundongos que desenvolveram tumores mamarios e foram eutanasiados antes do
final do experimento em grupos “salina” e “etori”, independente da dieta consumida.
Foram incluidos 2 animais no grupo controle e 11 animais na dieta HSF (grupo
“salina”; n=13) versus 4 animais tratados com etoricoxibe em dieta controle e 7
animais do grupo HSF+etoricoxibe (grupo “etori”; n=11) (Fig. 10A). Em todos os casos,
a progressao tumoral foi atribuida ao crescimento do tumor, e alcance de critérios de
eutanasia, e ndo a perda de peso ou eventos neuro-locomotores. O tratamento com
etoricoxibe aumentou o tempo médio de progressao tumoral de 13 dias no grupo
salina, para 20 dias no grupo tratado com etoricoxibe (Fig. 10A). Corroborando esse
resultado, o tratamento com etoricoxibe também diminuiu a taxa de crescimento
tumoral em camundongos Swiss que foram submetidos ao implante do tumor mamario
de Ehrlich e alimentados com dieta controle (Fig. 10B). Importante destacar que o
consumo da dieta HSF, iniciado 60 dias antes dos implantes das células de Ehrlich, e
seguido ao longo dos tratamentos com salina ou etori, ndo afetou a cinética de
crescimento tumoral quando comparado com o grupo dieta controle (dado né&o
mostrado). Através da avaliagcdo do numero de vasos nos tumores mamarios do
modelo DMBA/MPA, observamos que a dieta HSF gerou tumores mais angiogénicos
do que a dieta controle, e o etoricoxibe diminuiu a angiogénese em ambos os grupos
dieta controle e dieta HSF (Fig. 10C). Por outro lado, foi observado que nem a dieta
HSF nem o etoricoxibe modularam a expressao do marcador mitético CDC47 nos
tumores mamarios gerados no modelo DMBA/MPA (Fig. 10D). Todos os tumores
apresentaram marcacgao positiva para CDC47 e a positividade de CDC47 ficou entre
54% e 96%, sem diferengas entre os grupos (Fig. 10D). Além disso, nos tumores
gerados no modelo DMBA/MPA, as células positivas para COX-2 correspondem a
menos de 10% das células tumorais avaliadas por IHC, sem diferencgas entre as dietas
e o tratamento com o inibidor de COX-2 (Fig. 10D). Juntos, esses resultados sugerem
que o prolongamento no tempo de progressdo induzido pelo tratamento com
etoricoxibe parece envolver mecanismos de inibigdo da angiogénese sem afetar

diretamente a proliferagao das células tumorais in vivo.
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Figura 10 — Etoricoxibe retarda a progressdo de tumores mamarios. (A) Curvas de
Kaplan-Meier mostrando o tempo de progressdo dos animais tratados com salina versus
etoricoxibe (dados da coorte da figura 7). O painel também mostra como a progressao tumoral
foi estimada no modelo DMBA/MPA. “Salina” (2 controles e 11 animais HSF; n=13) e “Etori”
(4 Etori e 7 animais HSF+Etori; n=11), os animais representados nesses grupos foram aqueles
cuja finalizagdo se deu devido ao aparecimento do tumor, antes do final do experimento (120
dias). Valor do p para o teste de log-rank e HR também se encontram representados na figura.
(B) Cinética de crescimento de implantes de células tumorais de Ehrlich em gordura mamaria
de camundongos Swiss fémea tratadas com salina ou etoricoxibe (5mg/kg/dia; gavagem). (C)
Numero de microvasos nos tumores mamarios induzidos por DMBA/MPA, em animais
alimentados com a dieta controle ou HSF, com ou sem etoricoxibe; a avaliagao foi por H&E
(amostras foram retiradas da coorte da Figura 7). 6 tumores (1 por animal) do grupo HSF e
HSF+Etori foram randomicamente selecionados para analise. Os outros 2 grupos consistem
de 4 tumores mamarios formados em 3 camundongos do grupo controle e 6 tumores isolados
de 4 camundongos no grupo etoricoxibe (detalhado na Figura 7D). (D) IHC representativa da
analise das proteinas CDC47 e COX-2 entre os diferentes grupos experimentais no modelo
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DMBA/MPA (aumento de 600x), marcacgao realizada nos tumores mamarios. *diferenca em
relacdo ao grupo “salina” ou “controle”, considerando o mesmo tempo de tratamento, ou nas
comparagdes indicadas (em B, ANOVA de duas vias, post hoc Bonferroni, p<0,05, n=6/grupo;
em C, ANOVA de uma via).

Varios estudos tém demonstrado o efeito antiproliferativo e citotoxico de
inibidores de COX-2, principalmente o celecoxibe, em modelos in vitro de células de
cancer de mama, e implantes xenégrafos (BASU et al., 2004, 2005; GROSCH et al.,
2006; JEON; SUH, 2013; WANG et al., 2017). Contudo, nossos dados mostram que
a deplecdo de COX-2 por siRNA néao afeta a viabilidade da linhagem celular MDA-
MB231 (Fig. 11A), a qual expressa constitutivamente a proteina COX-2 (Fig. 11A blot).
Comparando os niveis de mMRNA de COX-2/PTGS2 em um painel de sequenciamento
de RNA de linhagens de cancer de mama, observamos que a expressdo de COX-2
ocorre principalmente em ceélulas RE-negativo, principalmente nas linhagens do
subtipo claudin-low quando comparadas com as células RE-positivo (Fig. 11B). Esses
dados sao particularmente importantes, dado que a viabilidade celular nos
experimentos com as linhagens celulares MDA-MB231 (RE-negativo/claudin-low),
MCF7 (RE-positivo) e SKBR3 (HER2-positivo) nao apontaram nenhuma alteragéo de
viabilidade ou citotoxicidade do etori, enquanto o celecoxibe teve efeitos citotoxicos a
partir da dose de 50 uM (Fig. 11C). Notavelmente, essas concentragdes de celecoxibe
foram muito maiores do que aquelas necessarias para diminuir os niveis de PGE2 em
células MDA-MB231 (Fig. 11D). Além disso, as células MCF7 nao expressam a
proteina COX-2 (Fig. 11A) e ndo produzem niveis significativos de PGE2 (Fig. 11D),
mesmo assim foram sensiveis ao tratamento com celecoxibe em altas concentragdes
(50-100 pM). Estes resultados sugerem que o celecoxibe apresenta efeitos nao-

seletivos (off-target) que nao sdo observados com o etoricoxibe.
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Figura 11 — Efeito do tratamento com inibidores de COX-2, celecoxibe e etoricoxibe em
linhagens celulares de cancer de mama, in vitro. (A) Viabilidade celular em linhagem de
cancer de mama MDA-MB231 ap6s 96 h de transfecgdo com siRNA para COX-2 ou siRNA
controle (100 nM), como avaliado por MTT. Imunoblots para a validagao da deplegdo de COX-
2 por siRNA (48 h pés-transfecgao), e o efeito dos inibidores de COX-2 (48 h de tratamento)
no imunoconteudo de COX-2(B) Expressdo de COX-2 (PTGS2 mRNA) em um painel de
sequenciamento de RNA de linhagens celulares de cancer de mama (E-MTAB-2706)
agrupadas de acordo com a classificagao para RE, HER2 e claudin-low. Status dos receptores
e indicac&o do fendtipo claudin-low: negativo (Neg), positivo (Pos) ou indeterminado (Ind). RE-
(linhagens RE-negativo); RE+ (linhagens RE-positivo); RE-/HER2- (linhagens duplo
negativas); cldn-low (claudin-low). *diferenga entre as comparagdes indicadas (Kruskal-Wallis
post hoc Dunns; p<0,05). (C) Experimento de viabilidade celular (MTT) mostrando o efeito de
diferentes concentragdes de etoricoxibe e celecoxibe nas linhagens celulares MDA-MB231,
SKBR3 e MCF7 apdés 72 h de tratamento. *diferenga em relagéo ao grupo controle/OuM e ao
grupo etoricoxibe nas mesmas concentragées (ANOVA de 2 vias, Bonferroni; p<0,05). (D)
Efeito de diferentes concentragdes de etoricoxibe e celecoxibe, e o efeito do siRNA de COX-
2 na producao de PGE2 em células MDA-MB231 determinado por ELISA (48 h de tratamento).
celecox (celecoxibe), etori (etoricoxibe), ctrl si (controle do padrao de siRNA). No painel B:
“Controle” (dieta controle + salina); “Etori” (dieta controle + etoricoxibe); “HSF” (dieta HSF +
salina); “HSF+Etori” (dieta HSF + etoricoxibe). Em D: *representa a diferenca estatistica com
relagdo aos grupos controle ou 0 yM (ANOVA de 1 via, Tukey, p<0,05), ou entre as
comparagdes indicadas, ou com relagao ao grupo “ctrl si” (teste-t, p<0,05).

Levando em conta que as células do tumor mamario induzido por DMBA/MPA
nao expressam altos niveis de COX-2 (Fig. 11), e que o etoricoxibe nao afeta a

viabilidade celular in vitro, nds avaliamos se o etoricoxibe afeta outras caracteristicas
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de malignidade em cancer como invasado, migracao e angiogénese (Fig. 12A-C). O
ensaio franswell mostrou que tanto o etoricoxibe quanto o celecoxibe inibiram,
parcialmente, a invasado celular na linhagem MDA-MB231 (Fig. 12A), enquanto que a
migragdo, em ensaio de cicatrizagdo, nao foi alterada (Fig. 12B). Notavelmente, o
efeito dos inibidores de COX-2 ocorreu apenas em concentragdes suficientes para
inibir quase que completamente a produ¢ao de PGE2 pelas células MDA-MB231 (10
e 25 yM), quando comparamos com os dados de ELISA para PGE2 (Fig. 11D). O
efeito anti-invasivo da inibicdo de COX-2 foi confirmada pela deplecdo de COX-2 por
siRNA na linhagem MDA-MB231 (Fig. 12A). Finalmente, nés produzimos MC de
células MDA-MB231 ndo tratadas, tratadas com etori/celecoxibe, e de células
transfectadas com siRNA para COX-2, e comparamos o potencial angiogénico em um
modelo de angiogénese com células HUVEC in vitro (Fig. 12C). O MC das células ndo
tratadas estimulou a angiogénese quando comparado ao meio DMEM fresco (nao
condicionado), enquanto que o MC preparado a partir de células MDA-MB231 tratadas
com etori/celecoxibe, ou com COX-2 depletada por siRNA, exibiram um efeito
angiogénico reduzido quando comparado ao MC controle (Fig. 12C). PGE2 purificada
e VEGF recombinante foram utilizados como controles positivos (Fig. 12C). Sendo
assim, esses resultados indicam que o tempo prolongado de progressao associado
ao tratamento de etoricoxibe pode ser atribuido a efeitos antiangiogénicos/ anti-

invasivos ao invés de efeitos antiproliferativos do farmaco.
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Figura 12 — Efeito dos inibidores de COX-2 sobre caracteristicas de malignidade tumoral
in vitro: invasividade, migragao e angiogénese. (A) Ensaio transwell de invaséao celular e
(B) ensaio de migragao celular (wound healing) mostrando o impacto dos inibidores de COX-
2 e da deplecéao de COX-2 por siRNA na capacidade migratéria e invasiva das células MDA-
MB231. (C) Efeito do MC preparado a partir de células MDA-MB231 transfectadas com siRNA
para COX-2 ou tratadas com inibidores de COX-2 sobre a angiogénese in vitro. As células
MDA-MB231 foram tratadas por 6 h com etoricoxibe/celecoxibe ou siRNA para permitir que a
droga ou o siRNA fossem captados, lavadas, e entdo um novo meio fresco e livre de farmacos
foi adicionado para condicionamento por 48 h. O MC foi incubado por 10 dias com células
endoteliais, € o imunoconteudo de CD31 foi avaliado por ELISA. O “DMEM” corresponde ao
grupo de meio controle nao-condicionado. PGE2 e VEGFA recombinante foram utilizados
como controles positivos de angiogénese. A microfotografia mostra a coloragéo de CD31 por
IHC em estruturas tipo-vasos. celecox (celecoxibe), etori (etoricoxibe), ctrl si (controle do
padrao de siRNA). No painel B: “Controle” (dieta controle + salina); “Etori” (dieta controle +
etoricoxibe); “HSF” (dieta HSF + salina); “HSF+Etori” (dieta HSF + etoricoxibe). *representa a
diferenga estatistica com relagao aos grupos “controle” ou “0 uM” (ANOVA de 1 via, Tukey,
p<0,05), ou entre as comparagdes indicadas; ou com relagédo ao grupo “ctrl si” (teste-t,
p<0,05). *diferente do grupo “DMEM”, e ®diferente de todos os outros grupos (ANOVA de 1
via, Tukey, p<0,05)
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64 O INIBIDOR DE COX-2 DIMINUI OS NIVEIS DE AROMATASE E
ESTROGENIO NO TAM DOS CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA
HSF

O nosso proximo passo foi examinar a expressdo dos receptores hormonais
nos tumores induzidos por DMBA/MPA, e verificar se a dieta HSF promovia
biossintese local de estrogénio via mecanismos dependentes de COX-2/PGE2. Por
imuno-histoquimica, encontramos que a maioria dos tumores induzidos por
DMBA/MPA expressa RE e/ou RP (16/22, ~73%), enquanto que os tumores triplo-
negativo foram menos frequentes (6/22, ~27%). A marcagéao para HER2 nao mostrou
padroes de membrana ou mostrou padrdes fracos/quase imperceptiveis, sendo assim,
esses tumores foram considerados negativos (Fig. 13). Dos 25 tumores analisados,
trés amostras foram inconclusivas. Nenhuma associagcado entre a positividade do
receptor hormonal e o tipo de dieta foi observada. Em adi¢do, alguns tumores
induzidos por DMBA/MPA expressaram o marcador basal citoqueratina-14 (CK-14),
cuja marcacgado parece estar localizada na camada das células basais dos dutos
mamarios. Todas as amostras analisadas apresentaram forte atividade proliferativa
das células tumorais mamarias, como caracterizado pela alta expressao de CDC47
(Fig. 13).
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Figura 13 — Caracterizagdao por IHC dos tumores formados no modelo DMBA/MPA.
Imagem representativa da marcagao por IHC dos receptores RE, RP e HER2, dos marcadores
de proliferagdo CDC47 e das citoqueratinas (CK14, e pan-CKAE1-AE3) nos tumores
mamarios induzidos por DMBA/MPA (aumento de 600x). O numero de tumores classificados
de acordo com a expressao dos receptores também é mostrado. Essa analise incluiu 25
tumores mamarios gerados na coorte da Figura 7.
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Corroborando a maior propor¢ao de tumores RE/RP-positivos em nosso
protocolo, os camundongos alimentados com a dieta HSF mostraram aumento nos
niveis da proteina aromatase (Fig. 14A) e producgao de estrogénio (Fig. 14B) no tecido
mamario, quando comparados aos niveis encontrados em animais do grupo dieta
controle. E o TAM dos camundongos alimentados com dieta HSF combinada com
etoricoxibe mostrou niveis da proteina aromatase (Fig. 14A) e producao de estrogénio
(Fig. 14B) similares aqueles encontrados no grupo da dieta controle.

A cirurgia da ovariectomia bilateral (OVX) realizada antes da exposi¢cao ao
DMBA/MPA preveniu a carcinogénese, e levou a uma carga tumoral minima em
ambas as dietas HSF e controle, quando comparado com camundongos nao-
operados (Fig. 14C). Esses resultados indicam que os tumores induzidos por
DMBA/MPA s&o hormdnio—dependentes em algum estagio do seu desenvolvimento,
e requerem um ambiente proliferativo na glandula mamaria para se desenvolverem.
Também é importante destacar que nem mesmo a progesterona (MPA) utilizada para
promover a proliferacdo das células epiteliais mamarias no protocolo do DMBA nao

foi suficiente para contornar o efeito inibidor da OVX na carcinogénese.
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Figura 14 — COX-2 medeia a biossintese local de estrogénio induzida pela dieta HSF, e
o impacto da OVX sobre o desenvolvimento tumoral. (A) Imunoblot para aromatase e [3-
actina no lisado do TAM (representativo de 4 camundongos/grupo), e representagao por box-
plot da razdo entre a intensidade das bandas aromatase/B-actina (n=6/grupo). (B)
Quantificagao de 17-B-estradiol, por ELISA, no sobrenadante coletado da cultura ex vivo do
TAM (n=6/grupo). “Controle” (dieta controle + salina); “Etori” (dieta controle + etoricoxibe);
“HSF” (dieta HSF + salina); “HSF+Etori” (dieta HSF + etoricoxibe). *representa a diferenca
estatistica com relagao ao grupo controle, ou entre as comparagdes indicadas (ANOVA de 1
via, post hoc Tukey, p<0,05). (C) Kaplan-Meier representando o impacto da OVX e sham na
laténcia tumoral (% de animais sem tumores) em camundongos tratados com DMBA/MPA e
alimentados com dieta controle ou dieta HSF. O valor de p de log-rank e a hazard ratio (HR)
estdo mostrados para a comparagao entre as curvas (n=7/grupo). sham (grupo com falsa
operagao); OVX (ovariectomizados).
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6.5 ETORICOXIBE REDUZ OS NIVEIS DE CITOCINAS INFLAMATORIAS E A
FORMACAO DAS CLS-B NO TAM DOS CAMUNDONGOS ALIMENTADOS
COM DIETA HSF

Objetivando estabelecer uma relagao de causa e efeito entre 0 aumento de
COX-2/PGE2 e a inflamacédo do TAM, avaliamos o impacto da inibicdo de COX-2 no
numero de CLS-B e na producéo de citocinas. A coloracdo por H&E do TAM dos
camundongos expostos ao DMBA/MPA e que receberam as diferentes dietas revelou
que o tratamento com etoricoxibe reduziu o numero de figuras histolégicas
compativeis com as CLS-B nos animais alimentados com a dieta HSF (Fig. 15A). A
imunofluorescéncia confirmou que as células presentes ao redor dos adipdcitos
mamarios expressam o marcador de mondcitos/macréfagos CD11b (SILVA et al.,,
2019). A presenca das estruturas CLS-B expressando CD11b foi maior no grupo HSF,
enquanto que a marcagdo de CD11b nos grupos da dieta controle e no grupo
HSF+etoricoxibe foi mais disperse, o que se mostra consistente com o padrao de
células mieloides residentes no tecido adiposo (Fig. 16A). Interessantemente, as CLS-
B apresentaram expressao da proteina COX-2, como pode ser visualizado na
marcacao por IHC no TAM dos camundongos alimentados com a dieta HSF (Fig. 15B).
A quantificacdo das CLS-B indicou que etoricoxibe reduziu o numero de CLS-B nos
animais alimentados com a dieta HSF quando comparado ao grupo HSF sem
etoricoxibe (Fig. 15C). Etoricoxibe também inibiu 0 aumento nos niveis das proteinas
IL- 6 e MCP-1, induzidas pela dieta HSF no modelo de cultivo ex-vivo de TAM, ao
passo que os niveis de TNF-a e IL-10 permaneceram inalterados entre os grupos
avaliados (Fig. 16B). Finalmente, os efeitos da dieta HSF na hipertrofia (ou seja,
volume celular e quantidade por campo de microscopia) dos adipécitos mamarios néo

foi alterada pelo tratamento com inibidor de COX-2 (Fig. 15D).



A. H&E (TAM)
/1 r ~ \ ‘Y‘
’ .
| & TE i ‘)"(- ‘ ' ). .,-)L:"‘
€ ’ - b ; ' S .
% ¥ " J I‘LL/} 9 SN \ :‘
== Bod ST L,
2 SN T X hd Y
£ X~ J Y Jé AN\ o
- X el w )
- ‘ ’ 4 = ~ 79 -
. v ¥ \ ¥ .’«’ T g -
—
b ! Ve b - 3 A
b e ¢ LS ¥ f
. = " N\
N Ad Ay 51 L'
5 S Saph:
i) § A\ r’ £ Y
LUI » v LT_ LY " L‘H‘ 7 -
}'.‘ \ I ¥ %
¢ 'Y L . ” » y i
1 iy Y~ ""\ @ | "
d & > s’ j&.

IHC: COX-2 (TAM)

CLS-B
(nimero/campo)

pL)

~—

Adipocitos mamarios
volume

Adipocitos
mamarics/campo

72

*
*
104
=
0 T T T
250+
.
200+
150+
i
100+ -
504
0
90+
75+
60
45+ *
= *
=
15+
0 T T T T
SN N
Q O )
& ¢ F &
d &
&

Figura 15 — A inibicdo de COX-2 reduz a formagao de CLS-B. (A) Coloragéo por H&E
representativa do TAM nos diferentes tratamentos. (B) Imagem representativa da analise por
IHC da proteina COX-2 no TAM de animais alimentados com dieta HSF, mostrando COX-2
localizada nas CLS-B. (C) Quantificagéo das CLS-B no TAM marcado por H&E. (D) Volume e
nuamero de adipécitos no TAM de animais alimentados com dieta controle ou HSF, com ou
sem o tratamento com etoricoxibe. Em A e B as flechas indicam estruturas identificadas como
CLS-B (barra de 50 ym). Os tecidos utilizados nessas analises foram gerados pela coorte de
animais da Figura 7. “Controle” (dieta controle + salina); “Etori” (dieta controle + etoricoxibe);
“HSF” (dieta HSF + salina); “HSF+Etori” (dieta HSF + etoricoxibe). Em C e D, *representa a
diferencga estatistica em relagdo ao grupo “controle” ou entre as comparagdes indicadas

(ANOVA de 1 via, post hoc Tukey, n=6/grupo).
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Figura 16 — Efeito do etoricoxibe sobre os niveis de citocinas, e imunofluorescéncia
para marcagao de macréfagos no TAM. (A) Imunofluorescéncia de CD11b em TAM
coletado de camundongos alimentados com a dieta controle e a dieta HSF com ou sem o
tratamento com etoricoxibe. (B) Ensaio CBA para detec¢ao de citocinas no sobrenadante do
cultivo ex vivo de TAM isolada de camundongos alimentados nas diferentes dietas, com ou
sem etoricoxibe, no modelo de inducao tumoral por DMBA/MPA. “Controle” (dieta controle +
salina); “Etori” (dieta controle + etoricoxibe); “HSF” (dieta HSF + salina); “HSF+Etori” (dieta
HSF + etoricoxibe). *representa a diferenga estatistica em relagao ao grupo “controle” ou entre
as comparagdes indicadas (ANOVA de 1 via, post hoc Tukey, n=6/grupo).
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7 DISCUSSAO

A obesidade atingiu niveis epidémicos em todo o mundo. Sendo que por muito
tempo ela foi associada com paises de alta renda, hoje ela também atinge niveis
preocupantes em paises de baixa e média renda, principalmente em centros urbanos
(OMS, 2021). Isso se deve principalmente aos habitos alimentares adotados pela
populagdo, que consome alimentos com altos teores caléricos e que, associado ao
estilo de vida sedentario, resultam em alto acumulo cal6rico e baixo gasto energético.
A principal consequéncia do desbalangco entre consumo e gasto energético € o
aumento do tecido adiposo, pela hipertrofia dos adipdcitos e consequente
recrutamento de células imunes (ENGIN; ENGIN; GONUL, 2019; GUZIK et al., 2017).

Durante o quadro de obesidade, esse desbalan¢o gera um estado inflamatério
constante, o que resulta em uma inflamacéo crénica do tecido adiposo branco, que
histologicamente pode ser definida pela presenga das CLS-B circundando os
adipocitos necréticos. Esta € uma importante caracteristica associando a obesidade
com o risco de cancer de mama. Os macréfagos presentes nas CLS-B permanecem
neste ambiente em colapso para realizar a remocgéao lipidica. Porém, como essas
alteragcbes no microambiente adiposo sédo continuas, principalmente, em individuos
que consomem alimentos com altos teores de gordura, os macréfagos sao recrutados
continuamente e acabam por formar células gigantes multinucleadas, o que resulta na
formacao de um microambiente tecidual com inflamacéo cronica (CINTI et al., 2005).
Esses macrofagos produzem PGE2 via COX-2, bem como, citocinas como TNF-q,
MCP-1 e IL-6. Experimentos com cultivo celular demonstraram que PGE2 derivado
dos macroéfagos estimula pré-adipocitos mamarios a expressar aromatase, que por
sua vez, aumenta a biossintese local de estrogénio que pode facilitar a proliferagéo
de tumores mamarios (BHARDWAJ et al.,, 2013, 2015; CH'NG; JAAFAR; TUAN
SHARIF, 2011; CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016; HARVEY; LASHINGER;
HURSTING, 2011; HOTAMISLIGIL, 2017; HOWE et al., 2013; MORRIS et al., 2011;
SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2019; SUBBARAMAIAH et al., 2012, 2011).

Neste estudo, desenvolvemos um modelo com camundongos para investigar o
papel de COX-2 nos canceres de mama induzidos por uma dieta com alto teor de
gordura animal. Como indutor tumoral utilizamos a combinac&o entre o carcindgeno
DMBA e o estimulante hormonal MPA. Assim, esse modelo tem como vantagem

comtemplar as varias etapas da tumorigénese, isto €, a indugdo e a promogao tumoral,
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em animais imunocompetentes. E ainda, tem a capacidade de originar tumores com
caracteristicas muito semelhantes as encontradas nos tumores mamarios humanos,
como os graus de agressividade morfologica que sdo semelhantes aos encontrados
na classificagdo dos tumores mamarios em mulheres (COSTA; SOLANAS; ESCRICH,
2002). Embora dispendioso, acreditamos que modelos de génese tumoral sdo mais
realisticos para estudos de prevengao quando comparados aos implantes tumorais de
linhagens celulares, uma vez que as ultimas n&o passam pela pressédo de selegao
clonal e estabelecimento gradual de um microambiente tumoral como um tumor
gerado com células do préprio animal. O modelo aqui utilizado nos permitiu estudar
os efeitos da promogao tumoral causados pela dieta, e avaliar o efeito da inibigao de
COX-2 nos tumores iniciados por DMBA. O uso do MPA, por sua vez, aumenta a
incidéncia, diminui a laténcia e direciona para uma tumorigénese mamaria mais
seletiva quando combinado com DMBA (ABBA et al., 2016; ALDAZ et al., 1996).
Nossos resultados mostraram que camundongos Swiss possuem uma suscetibilidade
menor para tumores induzidos por DMBA/MPA, com um baixo numero de individuos
desenvolvendo tumores no grupo controle, pelo menos durante a janela de tempo do
estudo. No entanto, a dieta HSF aumentou o risco do desenvolvimento de tumores
mamarios nesses animais, e esse € um dado que consideramos importante, dada a
baixa susceptibilidade desses animais. A menor ocorréncia de tumores em
camundongos ja foi previamente descrita, quando se constatou que menores doses
de DMBA sao necessarias para induzir tumores mamarios em ratos, enquanto que,
em camundongos sdo necessarias multiplas doses, e como visto em outros estudos,
existe a necessidade de administragdo, concomitante, de horménios exdgenos para
auxiliar no desenvolvimento de tumores mamarios em camundongos (ALDAZ et al.,
1996).

Com o modelo desenvolvido, tinhamos o objetivo de validar o impacto do
consumo da dieta HSF na incidéncia tumoral, em um ambiente submetido a acéo do
indutor quimico de tumores. Para isso, era importante avaliar as caracteristicas
obesogénicas da ragao produzida em nosso laboratério, principalmente, com relagao
ao impacto nos niveis e ativagdo de marcadores inflamatérios. Classicamente os
modelos de obesidade sado reconhecidos por resultarem em um fendétipo marcado por
aumento de peso corporal global. Geralmente, os trabalhos de obesidade encontram

um aumento de 10-25% do peso corporal dos animais com obesidade moderada
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comparados com o grupo controle, ja para obesidade severa o aumento costuma ser
de 40% (HARIRI; THIBAULT, 2010). Apesar disso, também é sabido que a
administracdo de DMBA prejudica o ganho de peso induzido pela dieta high-fat. No
estudo, de Hsieh e colaboradores, os camundongos C57BL/6J alimentados com a
dieta high-fat apresentaram aumento significativo de peso até o momento em que foi
iniciada a administracdo do DMBA, a partir dai o ganho de peso dos animais foi menor,
quando comparado com o grupo que continuou recebendo apenas a dieta high-fat
(HSIEH; PENG; CHOU, 2017). Nossos dados reproduziram muito fidedignamente
esse perfil. Por outro lado, os animais submetidos a dieta HSF apresentaram niveis
de adiposidade aumentado, alteracbes de glicemia, colesterol e TG tipicas de
sindrome metabdlica, além das altera¢gdes inflamatérias classicamente descritas em
contextos de obesidade. Estudos clinicos mostram que a obesidade ndo é apenas
caracterizada por uma alteragao no peso global, ou no IMC, mas também pode ser
definida pelas alteragdes no tecido adiposo, mudangas nos parametros metabdlicos,
inflamatorios e hormonais (IYENGAR et al., 2017). Com relacdo a isso, lyengar e
colaboradores, recentemente reportaram que adipocitos hipertrofiados, dislipidemia,
elevados niveis de aromatase e aumento nos niveis circulantes de fatores pro-
inflamatorios foram encontrados em mulheres nao-obesas, o que foi definido como
sindrome metabdlica associada ao risco de cancer de mama (IYENGAR et al., 2017).
Em camundongos BALB/C, uma dieta high-fat estimulou a formacé&o de tumores
mamarios sem afetar o ganho de peso corporal € o peso dos tecidos, e isso foi
acompanhado de aumento na proliferacao de células epiteliais mamarias (ZHAO et
al., 2013). Portanto, torna evidente que fatores como quantidade de calorias, tipo e
teor de gordura, cronicidade e fatores genéticos cooperam para definir o potencial pro-
inflamatério e tumorigénico das dietas high-fat, e esses fendtipos nao
necessariamente requerem ganho de peso para se manifestarem (BERGER, 2017).
Para se estudar a obesidade animal, pode-se optar por diferentes modelos: um
deles é a utilizacdo de animais geneticamente modificados, que espontaneamente
irdo atingir o fendtipo obeso, e o outro € a utilizagao de dietas indutoras de obesidade
(SPEAKMAN et al., 2007). Os modelos de dieta tendem a demonstrar melhor as
interacdes entre a doenca estudada e o ambiente no qual ela esta inserida, sendo
possivel identificar estimulos microambientais (FUCHS et al., 2018). A composigéo da

dieta obesogénica representa um importante fator nos modelos de indugdo de
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obesidade. O principal constituinte de uma dieta obesogénica sao as gorduras. Os
percentuais de gordura utilizados, geralmente, variam entre 45 e 60%. No entanto,
estudos recentes questionam esses valores, dado que sdo muito maiores do que
aqueles consumidos por humanos, e resultam em exagerada resposta metabdlica
(BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020; SPEAKMAN, 2019). O uso de
modelos com dietas, reduzidas em teor de gordura podem alcangar um perfil mais
parecido com a ingesta alimentar humana. Tal conceito vai ao encontro com a nossa
escolha de utilizar um percentual de 35% de gordura, acrescida de um aumento no
percentual de sacarose. A utilizagdo de banha de porco nas dietas obesogénicas €
um importante fator, pois o uso de outras fontes de gordura ndo geram o mesmo perfil
inflamatdrio. O 6leo de milho, por exemplo, quando utilizado no preparo de ragao,
apresentou menor numero de CLS formadas em comparacdo com a dieta a base de
banha de porco (PAVLISOVA et al., 2016). As consequéncias do consumo de uma
dieta com alto teor de gordura animal sdo 0 aumento nos niveis de glicose e esteatose
hepatica (SHI et al., 2009), como observado em nosso modelo, e a associagao de
dieta com OVX, resultou em aumento nos niveis de marcadores inflamatorios como a
MCP-1, COX-2 e macrofagos, € maior atividade da aromatase (BHARDWAJ et al.,
2015).

Como visto acima, a dieta HSF tem potencial para desencadear alteragdes no
tecido adiposo, que resultam no estabelecimento de uma inflamagdo cronica e
subclinica, responsavel por recrutar macrofagos. Os nossos resultados indicaram que
a sinalizagdo COX- 2/PGE2 tem um papel direcional na inflamagcao do TAM, na
sintese local de estrogénio e na tumorigénese mamaria induzida pela dieta HSF.
Prolongada exposicdo a dieta aumentou os niveis de marcadores inflamatoérios
mamarios, como as CLS-B, PGE2 e citocinas, e promoveu a sintese local de
estrogénio. Isso corrobora os fenotipos descritos no tecido mamario de mulheres
obesas e no TAM de camundongos obesos e alimentados com dieta high-fat
(BHARDWAJ et al., 2013, 2015; SUBBARAMAIAH et al., 2013). Nossos dados
indicam que o TAM pré-inflamado/estrogénico esta correlacionado com a ocorréncia
mais acelerada de carcinogénese mamaria. E o dado fenotipico mais relevante deste
estudo foi a demonstragao de que a enzima COX-2 tem um papel fundamental na
carcinogénese mamaria e manutengao do estado inflamatério do tecido adiposo, uma

vez que multiplos fenétipos foram inibidos nos animais tratados com etoricoxibe.
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Os macrofagos, uma vez no tecido adiposo, se organizam nas CLS-B e
secretam PGE2 que, por sua vez parece ser um importante mediador da sintese de
estrogénio no tecido mamario via aromatase (SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2019).
Classicamente, a ativagdo dos macréfagos ocorre pela presenca de um
lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias gram-negativas que,
no contexto de obesidade, sao liberadas pelo aumento da permeabilidade intestinal.
Uma vez na circulagéo, o LPS pode chegar ao tecido adiposo (CANDIDO; BRESSAN;
ALFENAS, 2018; PARK et al., 2009; PROCTOR et al., 2017; SCHUMANN et al.,
1990). Entretanto, além do LPS presente no microambiente do tecido adiposo, os
adipdcitos necroticos extravasam os TG, em forma de acidos graxos livres, para o
meio externo. Os principais acidos graxos secretados sao o palmitico e estearico, que
sdo acidos graxos saturados que apresentam fungdo quase que exclusivamente
energética ao organismo. Muitos trabalhos descrevem esses acidos graxos livres
como possiveis agonistas do receptor TLR4 localizado nos macréfagos
(HOTAMISLIGIL, 2017; MCNELIS; OLEFSKY, 2014; NGUYEN et al., 2017). No
entanto, mecanisticamente, essa hipotese da participacdo dos acidos graxos na
ativacado de TLR4, ainda permanece um pouco controversa. Alguns autores sugerem
que os acidos graxos sao agonistas do receptor TLR4, e que a ligacao direta ocorre
pela acéo de co-ligantes como fetuin-A, que € liberada pelo figado (HOWE et al., 2013;
PAL et al., 2012). Outros autores indicam que a ativagéo n&o ocorre por ligagao direta
ao receptor TLR4 (LANCASTER et al., 2018), dai a importancia do LPS extravasado
pela permeabilidade intestinal. O que é consenso é que o0 excesso de acidos graxos
livres ativa uma resposta inflamatoéria no tecido adiposo, durante a obesidade, e para
que essa ativacido ocorra € necessaria a presenca do receptor TLR4, visto que em
modelos animais com deplecdo do receptor ndo houve ativacdo inflamatodria
(LANCASTER et al., 2018). Uma vez infiltrados no tecido adiposo, os macrofagos
maduros passam a interagir com os adipécitos, em um /oop paracrino envolvendo
liberagao de TNF-a e outras citocinas (pelos macrofagos) e liberagéo de acidos graxos
(pelos adipdcitos), o que mantém a inflamagao constante (ROGERO; CALDER, 2018;
SUGANAMI et al., 2007). A participagcao de TLR4, e a interagdo desta via com a via
da PGE2, assim como os sistemas de retroalimentacdo da inflamacgao tecidual em
obesidade sdo bastante desconhecidas. Note que, em nossos dados, o etoricoxibe

diminui o conteudo de COX-2 no TAM, embora ele seja um inibidor da atividade
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enzimatica de COX-2, e ndo um modulador de expressao. CLS-B e as citocinas IL-6
e MCP-1 também foram diminuidas pelo tratamento com etoricoxibe. Esses dados
indicam que a COX-2 contribui de maneira central para a manutencdo do estado
inflamatdrio do TAM. Por outro lado, ndo podemos excluir que um efeito do etoricoxibe
sobre outros compartimentos - como as alteragdes intestinais pro-inflamatérias que
provavelmente ocorrem em animais alimentados com HSF — ndo sejam relevantes
para o efeito do inibidor de COX-2 em nosso modelo.

Em nosso modelo, as células presentes nas CLS-B expressam a proteina COX-
2, e o inibidor de COX-2 diminuiu o numero de CLS-B no TAM dos camundongos
alimentados com a dieta HSF. O etoricoxibe reduziu os niveis da proteina MCP-1,
sugerindo que a sinalizagdo COX-2/PGE2 pode cooperar com a formagao das CLS-
B, possivelmente, por impulsionar o recrutamento de macréfagos. Recentes
evidéncias mostraram que os macrofagos isolados do tecido adiposo de animais
alimentados com dieta high-fat e de pacientes obesos expressam multiplos fenétipos,
€ essas subpopulacdes ndo sdo adequadamente caracterizadas pelos perfis classicos
M1/M2 tipicamente reportados nos estudos de polarizagdo de macrofagos in vitro
(HILL et al., 2018; SERBULEA et al., 2018; SILVA et al., 2019). Por utilizarmos apenas
um marcador geral de mondcitos/macrofagos, o CD11b, nossos resultados nao
permitem definir o estado de polarizacdo dos macréfagos dentro das CLS-B nem as
fontes de PGE2 e citocinas no TAM dos camundongos alimentados com a dieta HSF.
Assim, uma fenotipagem mais abrangente das CLS-B e das subpopulagdes de
macrofagos residentes no TAM fornecera uma melhor compreensdo do
microambiente que favorece os canceres de mama associados a obesidade.

Nos estudos citados anteriormente, a hipétese do mecanismo de producgao de
PGE2 e o consequente aumento de estrogénio, coloca os pré-adipocitos como
células-alvo da PGE2 produzida por macréfagos presentes em CLS-B, via ativacao
de receptores EP, levando a expressado de aromatase e biossintese de estrogénio. O
estrogénio local, por sua vez, atuaria promovendo a proliferagdo, migragao e inibigao
da apoptose de clones tumorais eventualmente presentes no tecido mamario. Somado
a esse mecanismo, alguns pesquisadores também sugerem que a PGE2 produzida
nos macrofagos pode atuar diretamente sobre as células tumorais, estimulando os
receptores EP, principalmente EP4 e ditando a progressdo tumoral. Sabe-se que

producao de PGE2, que é aumentada pela obesidade, pode estimular diretamente a



80

migracgao e invasividade e inibir a apoptose em células de cancer de mama (BOWERS;
DEGRAFFENRIED, 2015; MAJUMDER et al., 2018). O nosso modelo corrobora esses
dados, assim como mostra que a COX-2 nido parece estar envolvida diretamente na
proliferagdo celular in vitro e in vivo, uma vez que o etoricoxibe ndo impacta a
viabilidade celular in vitro nem alterou a expressao de CDC47 nos modelos animais.
O tratamento com o inibidor seletivo de COX- 2 foi suficiente para prevenir a
inflamacdo do TAM e a produgdo de estrogénio induzida pela dieta HSF, que foi
acompanhada pelo aumento da laténcia tumoral, diminuicdo de incidéncia e
prolongada sobrevida. Considerando que o tratamento com etoricoxibe comecgou
apenas depois do protocolo de indugao tumoral por DMBA/MPA, é bem provavel que
os beneficios da inibigdo de COX-2 estejam associados com o bloqueio da etapa de
promog¢ao tumoral ao invés da iniciagdo/mutagénese. A respeito disso, estudos
seminais dentro deste tema reportaram que os niveis de PGE2 tumorais sao
inversamente correlacionados com a laténcia dos tumores induzidos por DMBA em
ratos (FOECKING et al., 1982). Notavelmente, em nosso modelo, o etoricoxibe
reduziu a inflamacgao e carcinogénese mamaria sem melhorar os efeitos deletérios da
dieta sobre a glicemia, colesterol ou dos niveis de depdsitos de gordura, indicando
que adiposidade e desregulacdo metabdlica, per se, ndo sado suficientes para ativar a
carcinogénese, a inflamagéao tecidual parece ser um componente chave do processo.
Niveis comparaveis ao grupo controle de PGE2 nos camundongos tratados
com etoricoxibe foram correlacionados com a redugdo dos niveis de aromatase e
sintese de estrogénio no TAM. Como a OVX anulou o efeito tumorigénico de
DMBA/MPA e a maioria dos tumores foram RE/RP-positivos no nosso modelo,
poderiamos intuitivamente concluir que a inibicdo do eixo aromatase-estrogénio
poderia explicar o mecanismo pelo qual o inibidor de COX-2 mitigou a carcinogénese
induzida pela dieta HSF. Por outro lado, estudos anteriores mostraram que OVX
combinado com dieta high-fat foi mais efetivo do que dieta high-fat sozinha em
promover um estado pro-inflamatério — com aumento de IL-6, TNF-a, MCP-1, PGEZ2,
CLS-B e aumento de aromatase - no TAM de camundongos C57BL/6J
(SUBBARAMAIAH et al., 2011). Em modelo similar, a reposicdo hormonal com
estrogénio exerceu uma atividade anti-inflamatéria, reduzindo a expressao dessas
mesmas citocinas e diminuindo a expressao de aromatase no TAM de camundongos
OVX alimentados com dieta high-fat (BHARDWAJ et al., 2015). No entanto, o efeito
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da reposic¢ao de estrogénio sobre a carcinogénese mamaria nao foi avaliado. Baseado
nessas evidéncias, ndés deveriamos esperar mais tumores nos animais OVX
alimentados com a dieta HSF. No entanto, a dieta HSF n&o foi suficiente para induzir
tumores nos animais OVX em no nosso modelo. Uma peculiaridade do modelo usado
nesse projeto se da no fato de a carcinogénese mamaria induzida por DMBA e dieta
high-fat tem melhor desempenho em camundongos peripuberais (AUPPERLEE et al.,
2015), uma vez que o epitélio mamario é altamente proliferativo e propenso a
mutagénese neste estagio de desenvolvimento animal. Assim, é plausivel que a curta
exposicao a dieta HSF em nosso modelo — ou seja, por 10 dias antes do inicio da
inducao por DMBA/MPA — nao seja suficiente para compensar a abrupta deplecao de
estrogénio e involugédo da glandula mamaria causada pela OVX. Iniciar o protocolo
dietético em um tempo anterior ou maior, utilizar dietas com maior teor de gordura ou,
ainda, utilizar camundongos geneticamente obesos poderiam ser meios para
contornar essas limitagdes, de modo a termos um modelo de cancer de mama
associado a obesidade em menopausa. Ainda, em modelo de indugdo tumoral
associado a cirurgia de OVX, foi utilizada a suplementagdo com testosterona, que
manteve o crescimento dos tumores, enquanto que a cirurgia de OVX sozinha impediu
o crescimento tumoral em ratas Sprague-Dawley (COS et al., 2006).

Importante considerar que os efeitos pro-tumorigénicos da dieta high-fat nao
sao limitados ao contexto de tumores RE-positivos. A obesidade tem também sido
identificada como um fator de risco para cancer de mama triplo-negativo em humanos,
dado que mulheres com IMC >30 tém cerca de 20% mais chances de desenvolverem
tumores TNBC do que mulheres nao-obesas (PIEROBON; FRANKENFELD, 2013),
através de mecanismos similares aos encontrados nos tumores RE-positivos, como o
acumulo de citocinas pro-inflamatérias e envolvimento de macréfagos no TAM
(TIWARI et al., 2019). Em um estudo recente, foi identificada associacado entre
mutacdo em BRCA1/2 e o surgimento precoce de tumor em mulheres na pré-
menopausa e obesas. A mutacido em BRCA1/2 foi correlacionada com o aumento nos
niveis de aromatase e leptina no tecido adiposo das pacientes. Foram encontradas
correlagdes positivas entre os niveis da proteina-C reativa circulante e da IL-6 com o
IMC. Nos estudos que avaliam a associacdo entre obesidade e as mutacdes
germinativas de BRCA1/2, a obesidade é indicada como um fator cooperante com as

a instabilidade gendémica causada pelas mutagdes germinativas (IYENGAR et al.,
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2021). Por consequéncia, cria-se um microambiente favoravel a iniciacao (por
mutacdo em BRCA1/2) e a promog¢ao tumoral (por inflamagéo) no TAM; embora esse
ponto seja especulativo. E interessante considerar o contexto de tumores triplo-
negativos em nosso modelo, dado que 27% dos tumores gerados foram triplo-
negativos. Uma dieta high-fat favorece a angiogénese no TAM e recrutamento de
macrofagos e induz uma laténcia menor de tumores RE-negativos em camundongos
expostos ao DMBA sem MPA (AUPPERLEE et al., 2015). Em um modelo utilizando
ratos Zucker, o contexto obesogénico gerou uma maior propor¢ao de tumores RE-
negativo quando comparado aos camundongos normoponderais (HAKKAK et al.,
2007). Em um estudo de meta-analise envolvendo 27 publicagdes foi identificada uma
correlacdo positiva entre a obesidade e uma modesta reducdo no tempo livre de
doenca e na sobrevida total em todos os subtipos de cancer mama analisados
(RH+HER2-; HER2+ e TNBC) (LOHMANN et al., 2021). Sendo assim, é improvavel
que a via COX-2/PGE2-aromatase/estrogénio seja o unico mecanismo pelo qual a
inflamacé&o induzida pela obesidade aumenta a tumorigénese mamaria.

Outro fator inflamato6rio aumentando nos animais alimentados com a dieta HSF
foi a citocina IL-6 que, mediante tratamento com etoricoxibe, teve seus niveis
diminuidos. Estudos com etoricoxibe em outros modelos inflamatérios observaram
que o etoricoxibe reduziu significativamente os niveis de IL-6, enquanto o AINE
diclofenaco nao alterou os niveis da citocina (LAKOTA et al., 2018). Em pacientes com
artrite reumatoide, o tratamento com etoricoxibe e celecoxibe promoveu redugédo nos
niveis de IL-6 e IL-18 em amostra de soro (THEODORIDOU et al., 2017). A inibicdo
de COX-2 reduziu a ativagdo de NF-«xB, através da inibicdo da dissociagcdo do
complexo IkB/NF-kB, e com isso afetou a transcricao de citocinas inflamatérias (MACK
STRONG et al., 2001). E como COX-2 é um gene alvo de NF-kB, podemos considerar
um eventual mecanismo de retroalimentacao sendo ativado, e que explicar os efeitos
amplos do etoricoxibe sobre diferentes marcadores inflamatérios em nosso modelo.

A investigacao do efeito terapéutico do etoricoxibe em tumores ja formados
indicou que os tumores de Ehrlich foram sensiveis ao tratamento com o inibidor de
COX-2, o qual reduziu a cinética de crescimento tumoral. No entanto, os implantes
tumorais de Ehrlich em animais submetidos a dieta HSF nado apresentaram
crescimento acelerado quando comparado a animais em dieta controle. A pouca

interacao entre microambiente mamario e a promocao dos tumores de Ehrlich pode
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ser decorrente de uma autossuficiéncia destas células tumorais, no que se refere a
producao dos seus fatores de crescimento, e também ao fato de estes tumores nao
serem dependentes do estrogénio local estimulado pela dieta HSF (JAGANATHAN et
al., 2010). Outros tipos celulares poderiam ser utilizados, como € o caso da linhagem
4T1, que é isogénica em camundongos BALB/C, e tende a ser mais imunogénica e
passivel de interagbes mais complexas com o microambiente do tecido adiposo do
que as células de Ehrlich (LECHNER et al., 2013).

Além de prevenir a formacado de tumores, o etoricoxibe também atrasou a
progressao dos tumores formados. Considerando esse resultado, hipotetizamos que
a inibicado de COX-2 poderia levar a outros efeitos além da modulacido do
microambiente do TAM envolvido na génese dos tumores. Por exemplo, inibidores de
COX-2, como celecoxibe, inibiram a ativagdo da via angiogénica por meio da
regulacdo do fator de crescimento endotelial vascular VEGF em linhagem
MDA- MB231 in vitro (BASU et al., 2005). O celecoxibe também apresenta alto
potencial antiproliferativo (GROSCH et al., 2006), promove parada no ciclo celular e
induz a expressao de caspase-3 em células tumorais (WANG et al., 2017). Os
inibidores de COX-2 também mostraram aumentar a sensibilizagdo de células
tumorais para tratamento com outros quimioterapicos in vitro (XIA et al., 2009). Além
disso, o celecoxibe reduziu o crescimento tumoral em modelos animais de cancer de
mama, com aumento na apoptose das células tumorais, e redugédo da angiogénese e
promogao da necrose nas massas tumorais (BASU et al., 2004, 2005). O celecoxibe,
administrado misturado na dieta, também preveniu a carcinogénese induzida por
DMBA em ratos, aumentando o periodo de laténcia para o surgimento de tumores
(ABOU-ISSA et al., 2001; DAI et al., 2012). O tratamento com celecoxibe reduziu a
multiplicidade e o volume relativo dos tumores mamarios quando comparado com os
animais controle (HARRIS et al., 2000; JANG et al., 2002; MILIARAS et al., 2009).

Em nossos estudos in vitro, nGs comparamos o celecoxibe e o etoricoxibe, com
a finalidade de detectar as concentragbes requeridas para gerar citotoxicidade com
doses capazes de inibir a producao de PGE2 bem como verificamos o efeito da
deplecdo de COX-2 em diferentes parametros in vitro. Tornou-se claro que a COX-2
nao é fundamental para a viabilidade/proliferagao das 3 linhagens celulares de cancer
de mama testadas. A respeito disso, a toxicidade de celecoxibe é provavelmente um

efeito ndo-seletivo que ocorre em concentragdes mais altas do que as requeridas para
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inibir a producdo de PGE2, além de ocorrerem independentemente do nivel de
expressdo de COX-2 nas células de cancer de mama (GROSCH et al., 2006). De fato,
estudos prévios tém reportado que etoricoxibe exibe uma maior seletividade por
COX-2 quando comparado com celecoxibe e outros inibidores de COX-2. O
etoricoxibe inibiu a atividade de COX-2, em amostras de sangue humano, com um
ICs0 de 1,1 uM, comparado com um ICso de 116 yM para COX-1. Logo, sua
seletividade € 106 vezes maior para COX-2 do que para COX-1. Em estudos clinicos
com pacientes com osteoartrite, o etoricoxibe mostrou ser mais efetivo do que os
AINEs tradicionais (BROOKS; KUBLER, 2006; RIENDEAU et al., 2001). Diferente dos
dados com celecoxibe, o etoricoxibe nao teve efeito no indice de mitose/proliferacéo
nos tumores gerados in vivo, como determinado pelo marcador CDC47 — nem alterou
a viabilidade celular in vitro. Por outro lado, o etoricoxibe exerceu atividade anti-
angiogénica nos tumores induzidos por DMBA/MPA, assim como o secretoma
dependente de COX-2, produzido a partir de células de cancer de mama, estimulou a
angiogénese in vitro, um efeito classico da PGE2 (LALA; NANDI; MAJUMDER, 2018;
MAJUMDER et al., 2014). Consistente com isso, o tratamento com celecoxibe em
modelo xenografo com MDA-MB231 resultou em reducdo de vascularizagdo e
necrose tumoral (BASU et al., 2005). Portanto, a inibicdo da angiogénese induzida por
COX-2, em adicao aos efeitos anti-inflamatérios e anti-estrogénico no TAM, pode estar
envolvido no aumento do tempo de progresséao e prolongamento da sobrevivéncia dos

animais tratados com etoricoxibe.
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Figura 17 — Representagao esquematica resumindo os principais achados no presente
estudo. O desenho experimental deste trabalho utilizou como ponto de partida o consumo de
duas diferentes dietas, uma obesogénica e outra controle. O ponto em comum entre os dois
grupos foi a administragcédo do carcinégeno DMBA/MPA. Os animais foram entéo divididos em
subgrupos para a administragédo do tratamento com o inibidor de COX-2, etoricoxibe, ou
veiculo. A partir dai, foi verificado o impacto da dieta e do tratamento com o etoricoxibe, no
desenvolvimento tumoral e, por fim, foi feita uma caracterizacdo dos microambientes
resultantes, bem como dos tumores desenvolvidos. Os animais alimentados com a dieta HSF
desenvolveram um microambiente com maiores niveis de citocinas inflamatérias como IL-6,
MCP-1, maior expressao de COX-2 e aromatase, formacao de CLS-B, e aumento na produgao
de PGE2 e estrogénio no TAM. Os animais alimentados com dieta HSF desenvolveram
tumores mais angiogénicos e de progressao mais rapida. Ja os animais da dieta HSF tratados
com etoricoxibe apresentaram reducao dos niveis dos marcadores inflamatérios, CLS-B e do
eixo aromatase/estrogénio comparaveis aos verificados em animais alimentados com dieta
normocalérica. Essas mudancas na bioquimica do tecido adiposo foram associadas a uma
menor laténcia de surgimento e menor sobrevida em animais alimentados com dieta HSF; um
efeito prevenido pela inibicdo de COX-2 pelo etoricoxibe. MCP-1, Proteina quimiotaxica para
monocitos-1; COX-2, ciclooxigenase-2; IL-6, interleucina-6; PGE2, prostaglandina E2; Etori,
etoricoxibe; DMBA, 7,12-dimetilbenzantraceno. (Criado pela a autora com BioRender.com)
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8 CONCLUSAO

Em resumo, os dados apresentados neste trabalho mostram que COX-2 tem
um papel central na tumorigénese mamaria induzida pela dieta HSF. COX-2 contribui
para a formacdo das CLS-B, producédo de citocinas, e pelo aumento do eixo
aromatase/estrogénio no TAM de camundongos alimentados com a dieta HSF.
Apesar de a inibigdo de COX-2 n&o melhorar a adiposidade e as mudancgas
metabdlicas, a inibicdo da inflamacdo no TAM pelo etoricoxibe foi suficiente para
aumentar a laténcia tumoral, diminuir a progressdo e prolongar a sobrevida dos
camundongos alimentados com dieta HSF. Esse panorama bioldgico sugere que
estratégias farmacoldgicas e nao-farmacolégicas voltadas para a redugao da atividade
de COX-2, e inflamagcdo como um todo, no tecido mamario podem resultar em
diminuicdo da expressao de diversos fatores de risco para o cancer de mama em
mulheres obesas, assim como podem apontar mecanismos que explicam a correlagao

entre o consumo de AINES e o risco diminuido de cancer de mama.
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ABSTRACT

Heywords:
Cyclooxygenase-2
Prostaglandin B2
Cytokines

Aromatase
Crown-like structures

Obesity iz a major rik factor for breast cancer, especially in post-menopausal women. In the breast tissue of
obese women, cyelooxygenase-2 (COX-2)-dependent prostaglandin E2 (PGE2) production has been correlated
with inflammation and local estrogen biosynthesis via aromatase. Using a mouse model of 7,12-dimethylbenz[a]
anthracene/medroxyprogesterone-acetate  (DMBA/MPAJ-induced carcinogenesiz, we demonstrated that an
obezogenic diet promotes mammary tissus inflammation and local estrogen production, and accelerates mam-
mary tumer formation in a COX-2-dependent manner. High-sugar/fat (H5F) diet augmented the levels of the pro-
inflammatory mediators MCP-1, IL-6, COX-2, and PGE2 in mammary tissue, and this was accompanied by crown-
like structures of breast (CLS-B) formation and aromatase/estrogen upregulation. Treatment with a COX-2 se-
lective inhibitor, ctoricoxib, decreased PGE2, 1L-6, MCP-1, and CLS5-B formation as well as reduced aromatase
protein and estrogen levels in the mammary tissue of mies fad a HSF diet. Etoricoxb-treated mice showed
increased latency and deecreased incidence of mammary tumers, which resulted in prolenged animal survival
when compared to HSF diet alone. Inhibition of tumer angiogenesiz also seemed to account for the prolonged
survival of COX-2 inhibitor-treated animals. In conclusion, obezogenic dist-induced COX-2 i= sufficient to trigger
inflammation, local estrogen biosynthesis, and mammary tumongenesis.
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