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Resumo

Dois fenbmenos sao determinantes para o desenvolvimento e progressao do cancer de
bexiga (CB), a angiogénese e o escape imunoldgico, os quais se relacionam por meio de
moléculas-chave especialmente induzidas em ambiente hipoxico controlado por HIF 1alfa.
A indoleamina 2,3-dioxigenase-1 (IDO1) € uma enzima imunomoduladora induzida por
interferon-gama (IFNy) que tem sido relacionada a angiogénese em algumas neoplasias.
E possivel que sua atividade seja modulada durante a hipéxia, repercutindo na
inflamacéo local e na produgédo de novos vasos.

O objetivo do estudo foi verificar se a situagcédo de hipdxia com alteragao de HIF-1a altera
a expressao de IFNy e IDO1 e se a atividade da IDO1 influencia a angiogénese no CB.
Em uma fase in vitro, células T24 foram submetidas a diferentes tempos de hipdxia com
e sem recuperacao da oxigenacao. Foi usado também o CoCIl2 como estabilizador de
HIF-1alfa sem hipéxia. HIF-1a, VEGF-A, IFN-y e IDO1 foram analisados por ELISA ou
gRT-PCR, e a atividade da IDO1 por meio da mensuragéo de L-quinurenina (HPLC). Em
outra fase, células HUVEC foram incubadas com alta concentragao de L-quinurenina e/ou
com baixa concentracao de triptofano para analise de tubos vasculares. Na fase in vivo,
animais portadores de CB foram tratados com 1-metil-triptofano (inibidor da IDO1) para
avaliacao de angiogénese (imunohistoquimica para CD31).

Como resultados, a hipoxia aumentou IFN-y, enquanto a expressao e atividade de IDO
diminuiu significativamente. A queda da expressdo de IDO1 correlacionou-se
negativamente com a expressao de VEGF-A. A simulagdo de um ambiente com alta
concentragdo de L-quinurenina e baixa de triptofano diminuiu a formacéo de tubos
vasculares. Em modelo animal, a inibicdo de IDO1 aumentou a formacédo de vasos
sanguineos.

Como conclusao, em CB, durante a hipéxia ha aumento de IFN-y, porém ha uma queda
na expressao e atividade da IDO1, efeitos possivelmente mediados pelo HIF-1alfa. A
baixa atividade da IDO1 durante a hipdxia favorece a angiogénese no CB.

Palavras chaves: angiogénese, IDO; cancer de bexiga; hipoxia; VEGF



Abstract

Two processes are crucial for the development and progression of bladder cancer (BC),
angiogenesis and immune escape, which are related through key molecules specially
induced in a hypoxic environment controlled by HIF-1 a. Indoleamine 2,3-dioxygenase-1
(IDO1) is an immunomodulating enzyme induced by interferon-gamma (IFN-y ) that has
been linked to angiogenesis in some neoplasms. It is possible that its activity is modulated
during hypoxia, affecting local inflammation and the production of new vessels.

The aim of the study was to verify whether the situation of hypoxia with alteration of HIF1a
alters the expression of IFN-y and IDO1 and whether the activity of IDO1 influences
angiogenesis in BC.

In an in vitro phase, T24 cells were subjected to different times of hypoxia with and without
oxygen recovery. CoCl2 was also used as a stabilizer for HIF-1 a without hypoxia. HIF-1a,
VEGF-A, IFN-y and IDO1 were analyzed by ELISA or qRT-PCR, and IDO1 activity by
Lkynurenine measurement (HPLC).

In another phase, HUVEC cells were incubated with a high concentration of L-kynurenine
and/or with a low concentration of tryptophan for analysis of vascular tubes. In the in vivo
phase, CB-bearing animals were treated with 1-methyl-tryptophan (IDO1 inhibitor) to
assess angiogenesis (CD31 immunohistochemistry).

As a result, hypoxia increased IFN-y, while IDO expression and activity significantly
decreased. The decrease in IDO1 expression correlated negatively with VEGF-A
expression. The simulation of an environment with a high concentration of L-kynurenine
and a low concentration of tryptophan decreased the formation of vascular tubes. In an
animal model, IDO1 inhibition increased blood vessel formation.

In conclusion, in BC, during hypoxia there is an increase in IFN-y, but there is a decrease
in IDO1 expression and activity, effects possibly mediated by HIF-1a. The low activity of
IDO1 during hypoxia favors angiogenesis in BC.

Key words: angiogenesis; IDO; bladder cancer; hypoxia; VEGF
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1 Introducgao

1.1 Cancer de Bexiga (CB)

As Doengas Crbnicas Na&o-Transmissiveis (DCNT) - tais como doengas
cardiovasculares, cancer, doengas respiratorias e diabetes - respondem por 80,7% dos
obitos e incapacitagao em todo o mundo. Anualmente, essas doengas sao responsaveis

por cerca de 41 milhdes de mortes no mundo'2.

De todas as DCNT, o cancer foi considerado a segunda causa de mortalidade
segundo a organizagao mundial da saude (OMS), sua incidéncia até 2030 aumentara
82%, 70%, 58% e 40% em paises de baixa, média-baixa, média-alta e alta rendas,
respectivamente. Em uma projecao, estimou-se que até 2040 serdao 37 milhdes de novos
casos'. Ha estimativa de 625 mil novos casos no Brasil até 2022, com concentragdo de
60% na regido sudeste?. Dentre os tumores mais comuns do sistema urinario, destacase

o cancer de bexiga, ocupando o sétimo lugar de todos os canceres em homens? (Figura

1),

Prostata 65.840 Homens Mulheres Mama feminina 56.280

29.2% 29.7%
Colon & reto 20.520 9.1% Colon e reto 20,470 9.2%
Traqueia, branquio & puimdo 17.760 7.9% Colo do atero 16.520 7.4%
Estdmago 13.360 59% Traqueia, bronquio e pulmio 12.440 56%
Cavidade oral 11.180 5.0% Glandufa tireoide 11.850 5.4%
Esdfago 8.690 39% Estémago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 34% Ovarno 6.650 3.0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 29% Corpo do otero 6.540 29%
Laringe 6.470 29% Linfoma nédo Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2.3%




Figura 1. Distribuigcdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 20202

Entre os principais tipos de cancer no Brasil esta o CB, sendo 0 mais comum do
trato urinario, associado a elevadas taxas de morbimortalidade quando n&o tratado
corretamente?. Assim como a maioria dos canceres, o CB tem forte relagdo com fatores

ambientais, sendo o tabagismo um dos mais fortes fatores de risco?®.

Os carcinomas uroteliais sdo os mais frequentes, correspondendo a 95% dos CB*.
Aproximadamente 75% dos pacientes apresentam a forma ndo-musculo invasiva (NMI),
desses 50% sao classificados como baixo grau. Os outros 25% apresentam invaséo no

tecido muscular (forma musculo-invasiva, MI)*.

O estadiamento da versdo NMI inclui os estadios Ta (carcinoma papilifero
naoinvasivo), T1 (o tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial) e Tis (carcinoma plano
in situ). Uma parcela significativa dos NMI (aproximadamente 25%) progride para a forma
MI, sendo classificadas como T2 (invade musculatura da bexiga), T3 (invade tecido

perivesical) e T4 (invade estruturas extravesicais como Utero e préstata)®.
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Figura 2: Estadiamento do CB dividido em dois grupos: ndo-musculo invasivo (a direita) e musculo invasivo

(a esquerda)®.

Segundo a estimativa do INCA, de 2020 até 2022 ocorrerdao 7.590 casos de CB
em homens e 3.050 em mulheres em cada ano?. No mundo, de acordo com a WHO, o
CB esta entre as dez neoplasias malignas mais comuns, representando 3% da incidéncia

e com 2,1% de mortalidade’.

A determinagao do prognaostico é realizada pelo estadiamento patoldgico, o padrao
ouro, que possui como fator de interferéncia a qualidade da amostra da ressecgao

transuretral e artefatos’.

Além da resseccao do tumor, a terapia adjuvante com o Bacilo Calmette-Guérin
(BCG) e a quimioterapia sao os métodos terapéuticos mais utilizados no CB NMI, sendo
a cistectomia radical com quimioterapia e radioterapia os métodos usados no CB M,

contudo, por mais que reduzam a morbimortalidade, a mortalidade ainda é alta®.
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Acredita-se que o conhecimento ainda é limitado sobre os mecanismos
moleculares que desenvolvem a transformacédo neoplasica das células uroteliais e a
progressdo do CB. Consequentemente, pesquisas s&o necessarias sobre marcadores
urinarios, mecanismo de progressdo tumoral e metastase, uma vez que se trata de um
problema mundial, que ceifa a vida de muitas pessoas, todos os dias, em todos os

continentes.

O CB é um problema de saude publica. Embora existam tratamentos eficazes, a taxa de

recidiva e progressgo ainda é alta, aumentando a morbimortalidade.

1.2 Angiogénese tumoral

Desde que Hanahan e Weinberg propuseram os “Hallmarks of cancer” (Figura 3)
no comeco deste século, a angiogénese vem se concretizando cada vez mais como uma
das principais caracteristicas dos tumores malignos, participando diretamente e

indiretamente da progress&o tumoral &°.

15



Figura 3: Representagao dos marcadores mais conhecidos. Em destaque a angiogénese que também
contribui para o desenvolvimento e progressao do cancers.

Por definicdo, a angiogénese € um processo no qual novos vasos sanguineos
sdo gerados a partir de vasos pre-existentes. Em tumores sélidos, a angiogénese passa
a ter um papel fundamental no desenvolvimento e na progressao tumorais, levando a
ideia de que terapias antiangiogénicas possam ter potenciais contra o cancer. Nao sé por
oferecerem mais oxigénio, mas os vasos formados promovem a retirada do gas carbdnico
(CO2) e dos residuos metabdlicos que representam um importante risco para a
proliferacao tumoral'%-",

Além das células neoplasicas sofrerem hipdxia pelo rapido crescimento tumoral,
elas podem deslocar as células sadias adjacentes, expondo-as gradualmente a uma
menor quantidade de nutrientes e oxigénio e, consequentemente, irdo contribuir para o

desencadeamento da angiogénese'?.

A hipdxia, portanto, é o fator mais importante para indugado da angiogénese. Em

primeiro lugar, a célula precisa perceber a queda da pressao de oxigénio em seu interior.
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O mecanismo por tras deste sensor foi pesquisado por décadas e rendeu o prémio Nobel
em 2019 para os pesquisadores William G. Kaelin, Peter J. Ratcliffe e Gregg L. Semenza.
Semenza e Wang demonstraram que fatores induzidos pela hipdxia eram capazes de
translocar-se para o nucleo da célula, a fim de influenciar a expresséo génica's. Esses
fatores s&o reconhecidos como fatores induzidos por hipéxia — HIF (do inglés
Hypoxiainducible factors), apresentando-se como HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, sendo a
isoforma 1a a mais estudada (HIF-1a)'.

O gene HIF-1a é expresso constitutivamente em células humanas, porém a meia
vida da proteina HIF-1a é muito curta, ou seja, sua degradacgao € imediata, desde que
haja oxigénio suficiente para garantir a atividade das enzimas prolil-hidroxilases,

altamente dependentes do oxigénio>:16

Assim, na vigéncia de oxigénio, o HIF-1a é hidroxilado, reage com a proteina
Hippel-Lindau para sua ubiquitinacdo, sendo entdo destruido pelo sistema
proteossomal’”18, Ja na vigéncia de hipdxia, o HIF-1a mantém-se integro pela ineficiéncia
das prolil-hidroxilases, transloca-se para o nucleo, ligando-se ao HIF-13 para a formagao
de um dimero que, associado a proteinas coativadoras, ligar-se-a4 ao elemento de
resposta a hipdxia, dirigindo a expressdo de muitos genes, dentre os quais estdo os
genes indutores da angiogénese (Figura 4). Além deste mecanismo induzido pela
caréncia de oxigénio, a atividade das prolil-hidroxilases também é inibida pela quelagao

do ferro, ocorrendo a ativagéo do HIF-1a'®.
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Figura 4. HIF-1a como mediador da angiogénese. (A) Células em condigbes normais de oxigénio degradam
o HIF-1a por meio das enzimas prolil-hidroxilases (PHDs), altamente dependentes de oxigénio e Fe**.
Resumidamente, a hidroxilagdo do HIF-1a favorece sua ubiquitinagdo, sendo posteriormente degradado
pelo sistema proteossomal. (B) Na situagédo de hipdxia ou na presenga de agentes quelantes de ferro, as
PHDs ficam sem atividade, permitindo a translocacdo do HIF-1a na forma de dimero com HIF1B para o
nucleo da célula, modulando a expressdo de genes que promovem a angiogénese?.

Diversas moléculas que estimulam a angiogénese ja foram caracterizadas,
destacando-se o fator de crescimento de endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular
endothelial growth factor) e seus receptores tirosina quinase (VEGFR-1, VEGFR-2,

VEGFR-3)2'.

A familia VEGF engloba as proteinas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E e PIGF. O VEGF é uma glicoproteina que além de aumentar a permeabilidade
vascular, apresenta importante papel na migragéo, proliferagdo, formagédo do vaso e
sobrevida da célula endotelial??. A sinalizagdo ativada principalmente pela ligagdo do
VEGF-A ao receptor VEGFR2 regula a atividade de diversas proteinas, as quais
promovem proliferacdo e migragcédo celular, sobrevivéncia e permeabilidade vascular

durante o processo angiogénico. O VEGF-A esta presente durante o desenvolvimento
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embrionario dos vasos sanguineos. Ja na vida adulta, os niveis de VEGF n&do s&o muito
altos, exceto nos locais onde a angiogénese se faz necessaria. Nos tumores, o aumento
da expressao do VEGF promove o aumento da vascularizagado e da permeabilidade

vascular?!,

Durante o processo de angiogénese, ocorre a ativagdo de células endoteliais
quiescentes por fatores liberados pelas células tumorais em resposta a privagao de
nutrientes e oxigénio. Fatores como VEGF e Angiopoitina-2 atuam nos vasos
préexistentes aumentando a permeabilidade vascular. Em seguida, ocorre a degradagao
da membrana basal e da matriz extracelular, permitindo a migragao de células endoteliais
e liberagdo de mais fatores pré-angiogénicos. Ocorre entdo a migragao e proliferacao de
células endoteliais para a formagdo de um tubo, bem como o recrutamento e
diferenciagdo de células de suporte perivascular (pericitos)?®. Neste processo de

recrutamento celular destaca-se a via de sinalizagdo NOTCH.

Nota-se que a via de sinalizacdo de NOTCH é fundamental para a biologia do
desenvolvimento, tendo papel na diferenciacao, proliferagdo, sobrevivéncia celular e,
consequentemente, esta associada a diversos processos CcomoO neurogénese,
angiogénese, hematopoiese, entre outros?*. A familia NOTCH é subdividida em quatro
genes: Notch1, Notch2, Notch3 e Notch4, que sdo transcritos em proteinas, as quais
agem como receptores transmembranas com diferentes fungdes. Estes receptores sao
expressos em diferentes tipos de células e atuam na diferenciagcdo, escolha e

especificacdo de destino e proliferacdao celular. A ativacdo destes receptores é
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normalmente induzida pela associagao a ligantes expressos por células vizinhas, dentre

eles: Delta-like-1, Delta-like-3, Delta-like-4, Jagged-1 e Jagged-2252%.

A via Notch leva ao aumento de brotamento e ramificacdo dos vasos sanguineos,
uma vez que conduz a formacao de células tip e stalk, responsaveis pela migragao e
proliferagéo, respectivamente?!. Pode-se dizer que ela regula a ramificagao, influenciando
a diferenciacdo, migracdo e proliferacdo de células vasculares, além de regular a

diferenciagao de células musculares lisas vasculares em resposta a lesdo vascular?’-28,

Portanto, a via Notch esta ativa em tumores como cancer de mama, célon,
pancreas, prostata e sistema nervoso central?®. Ja foi demonstrado que ha relagéo entre
a via Notch e outras vias de sinalizagcdo, como as vias TGFB, Wnt e Akt3C. Ao final, ocorre
a maturagao e estabilizacdo dos novos vasos formados com a participagcao de fatores

como a angiopoitina-1 e seu receptor Tie-23'.
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Figura 5. Representacdo das etapas do processo de angiogénese com a participagdo de fatores
proangiogénicos. Ao final, ocorre a maturagdo e estabilizagdo dos novos vasos formados32.
Pelo exposto acima, a angiogénese € um processo fisiolégico mediado pelo HIF1a,

porém acontece na tumorigénese, favorecendo o desenvolvimento e progressdo tumoral.

1.3 Angiogénese no CB

Assim como ocorre em outros tipos tumorais, a angiogénese € um importante
fendmeno para a progressao do CB.

Theodoropoulos e colaboradores analisaram por imunohistoquimica a expressao
de HIF-1a, VEGF e CD31 (marcador de endotélio), além de marcadores de proliferagcao

e de apoptose em espécimes de CB oriundos de 140 pacientes. Demonstraram que a

expressao proteica de HIF-1a foi mais frequente em tumores de alto grau,

correlacionando-se positivamente com a taxa proliferativa, com a densidade capilar e com

apoptose. A expressao de HIF-1a correlacionou-se inversamente com a sobrevida livre
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de progressédo®®. Em outro estudo, Chai e colaboradores avaliaram a expressdo
imunohistoquimica de HIF-1a em espécimes de 99 pacientes com CB e demonstraram
que a expressao de HIF-1a estava presente em 56% dos casos, correlacionando-se
positivamente com o tamanho tumoral, grau histologico, invasdo tumoral e recorréncia.
Na analise multivariada, a expressao de HIF-1a foi apontada como fator independente

para sobrevida livre de doenga3*.

Ainda na mesma linha de pesquisa, Deniz e colaboradores avaliaram a expressao
proteica de HIF-1a em tumores de 70 pacientes, demonstrando que HIF-1a teve uma
relacdo positiva com o estagio da doenga, com o grau histolégico, bem como com a
atividade proliferativa das células neoplasicas, reforcando a ideia de que a expressao de
HIF-1a correlaciona-se com a evolugéo da doenga, inclusive apontando HIF-1a como um

candidato a marcador prognostico no CB.

Conforme discutido anteriormente, a angiogénese é induzida pelo VEGF. Sendo assim,
a expresséo de VEGF também vem sendo estudada na relagdo entre angiogénese e CB.
Atualmente, a literatura oferece um elevado numero de estudos correlacionando a
expressao de VEGF com progresséao de CB. Por exemplo, uma meta-analise conduzida
por Chen e colaboradores e publicada em 2020 revelou que existem mais de 50 estudos
com analise de polimorfismo de genes relacionados ao VEGF em CB3%¢. Além do VEGF,
seus receptores tém sido relacionados com a progressdo do CB. Kopparapu e
colaboradores avaliaram a expressdo de VEGF e seus receptores VEGFR1 e VEGFR2
em 212 espécimes de CB humano e em 131 espécimes de tecido vesical normal e

demonstraram que a expressao de VEGF e seus receptores foi maior em CB do que em
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tecido vesical normal. Com relagao a evolugdo da doencga, a expressao de VEGFR1 foi
maior em CB NMI, enquanto a expressdo de VEGFR2 foi maior na forma MI, sugerindo

que essas moléculas possam ter uma participagdo na fisiopatologia do CB%’.

Levando em consideragao o exposto acima, faz-se racional a utilizagcado de terapias que
visem o bloqueio deste eixo HIF-1a/VEGF no CB. Atualmente, dispomos de anticorpos
monoclonais, proteinas de fusdo recombinantes, bloqueadores quimicos de receptores
tirosina-cinase, dentre outros que, provavelmente, assumirdo o protagonismo no
tratamento do CB. Na revisdo de Mazzola e colaboradores, sdo revelados muitos estudos
clinicos de fase | e Il que miram o bloqueio do VEGF no tratamento de pacientes com

CBs3s.

Resumidamente, marcadores de angiogénese correlacionam-se com recidiva e
progressdo do CB. Pacientes portadores de tumores de bexiga com maior atividade

angiogénica possuem pior prognostico.

1.4 Indoleamina-2,3-dioxigenase-1 (IDO1)

A IDO1 é uma proteina monomérica, codificada pelo gene INDO, presente no
cromossomo 8. Possui um grupo heme entre seus dois dominios, tendo a protoporfirina
IX como seu grupo prostético®®. A IDO1 cliva o anel pirrélico do aminoacido triptofano,
inserindo dois atomos de oxigénio nos carbonos 2 e 34°. Portanto, a IDO1 é dependente
de O2. O produto dessa reagado € a N-formilquinurenina, a qual sera substrato para a
formagao de quinurenina e seus derivados. A atividade da IDO1 depende de sua forma

ferrosa (Fe*?), ou seja, depende de agentes redutores ja que, naturalmente, é encontrada
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na forma férrica (Fe*®)*'. Além da isoforma 1, existe a IDO24?, bem como a TDO

(triptofano dioxigenase), que se expressa constitutivamente, em especial, no figado*?.

Em termos de fungao biolégica, quando a IDO1 foi descrita pela primeira vez em
intestino de coelho na década de 6044, sendo relacionada a protegéo do organismo contra
a invasdo e disseminacdo de microparasitas*®, particularmente por tornar o
microambiente desfavoravel a proliferagcdo desses microrganismos. A producgéo de IDO

em macréfagos evidencia o papel da enzima no ataque contra esses microrganismos.

Acreditava-se que a indugdo de um microambiente desfavoravel estivesse
relacionada, exclusivamente, a atividade da IDO1 em degradar o aminoacido triptofano
do microambiente*®. Sem esse aminoacido essencial, microrganismos seriam incapazes
de crescer. Atualmente, € consenso que os produtos da degradagéo do triptofano, os

derivados da quinurenina sdo também determinantes para as agoes locais da IDO14546,

Por meio de sua acdo em degradar o triptofano e gerar os derivados da
quinurenina, a IDO1 tem sido implicada em processos de imunomodulacao desde que foi
descrita na placenta, protegendo o tecido embrionario contra o sistema imune materno.
Esse papel foi apontado por Munn e colaboradores na demonstracido que existe um
aumento significativo da expressao de IDO1 em células da placenta e a administragéo de
metil-triptofano (inibidor da IDO1) causa rejeigao do tecido embrionario em camundongos,
mediada por linfocitos T47. A clivagem de triptofano promove acimulo de metabdlitos
como o acido 3- hidroxiantranilico, quinunenato e quinolinato, que em altas doses
(>100uM) causam inibigdo da proliferagao de linfocitos e podem levar a apoptose dessas

células*648,
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N&o demorou muito para que a IDO1 fosse relacionada ao escape imunolodgico,
um dos mais importantes hallmarks do cancer. Um estudo pioneiro foi o de Uyttenhove
e colaboradores que demonstrou a expressao de IDO1 em diversos tipos tumorais. Os
autores confirmaram que tumores com expressao de IDO1 tinham uma maior protecao

contra a agress&o imunologica®®.

A expressao de IDO1 é induzida em situagdes inflamatérias e um dos principais
fatores indutores € o interferon (IFN-y ). Levando em consideragao que ha infiltrado
inflamatoério no microambiente tumoral, € plausivel considerarmos a indugao de IDO1
em células tumorais, ja que linfécitos T intratumorais produzem IFN-y 5'. Linfocitos
isolados de CB humano passam a produzir IFN-y quando cocultivados com células
tumorais autologas®?. Esses achados representam um grande problema visto que uma
das terapias adjuvantes utilizadas no CB ¢é a vacina de BCG intravesical e essa é capaz
de induzir aumentos dos niveis séricos de IFN-y, associados a diminuigao de triptofano
tanto por células imunes como nao-imunes®3.

Uma outra questdo a ser esclarecida € como linhagens tumorais expressam
constitutivamente IDO1, independentemente de estarem ou ndo em um ambiente
inflamatdrio. Pesquisadores apoiam a ideia de que ha eixos autécrinos que mantém a
expressao de IDO1 em células neoplasicas. Litzenburger e colaboradores
demonstraram que células neoplasicas que expressam IDO1 constitutivamente
acionam o receptor de hidrocarboneto de arila via quinurenina e seus derivados, que
por sua vez induz a via STAT-3-IL-6, que aumenta a expressao de I|DO1,
estabelecendo-se um mecanismo autocrino de sustentagao positiva da expressao de

IDO1%4,
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Resumidamente, a IDO1 é uma enzima que suprime o sistema imune
localmente gracgas a sua atividade em depletar triptofano e gerar quinurenina e seus
derivados no microambiente, uma agao que requer O,. Em tumores, a IDO1 pode ser
produzida por células neoplasicas de maneira constitutiva ou induzida por citocinas

como o IFN-y.

1.5 Relagao entre IDO1 e angiogénese

A relacédo entre IDO1 e angiogénese tumoral tem sido apontada por alguns

pesquisadores, porém os resultados ainda sao inconclusivos.

Um dos primeiros estudos que correlacionaram IDO1 com vasos sanguineos
tumorais foi o de Riesenberg e colaboradores. Demonstraram que células endoteliais de
tumores renais expressam IDO1 e esta expressao correlaciona-se positivamente com
maior sobrevida dos pacientes. Postularam nesse estudo que a expressao de IDO1 em
neovasos estaria limitando a chegada de triptofano do sangue em diregao as células
neoplasicas, o que comprometeria a proliferagdo das mesmas®°. Em contraste, Batista e
colaboradores demonstraram que vasos sanguineos de tumores cerebrais também
expressam IDO1 no endotélio, porém encontraram uma relacdo positiva com o avango
da doenga®®. Esses estudos iniciais ja mostravam a dificuldade na determinagao do papel
da IDO1 em vasos sanguineos tumorais, inclusive com resultados contrastantes

relacionados aos desfechos clinicos.
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Nonaka e colaboradores induziram a expressao de IDO1 em células de tumor de
ovario e demonstraram aumento do volume tumoral e disseminagdo, com aumento de
vascularizagdo. Contudo, como nesse estudo houve diminuicdo de células Natural killer
intratumorais, nao esta claro se o aumento da vascularizagao foi um efeito direto da IDO1
sobre a angiogénese ou um efeito indireto promovido por seu efeito em induzir
imunossupressao local, deixando mais livre a angiogénese da agressdo imune

antitumor®’.

Trabalhando com camundongos nocauteados, Mondal e colaboradores
demonstraram que animais nocautes para IDO ou para IL-6 tém diminuicdo de
neovascularizagao, tanto em modelo de andlise em retina como em modelo de tumor
pulmonar. Além disso, quando trataram os animais com Epacadostat, um inibidor da
IDO1, houve diminuigdo da angiogénese no mesmo modelo®8. Mostraram, portanto, que
a IDO1 é essencial para a formacao de vasos, favorecendo o crescimento tumoral em
pulmdes. Reforcando a hipotese, Pan e colaboradores demonstraram que o
silenciamento de IDO1 por meio de siRNA diminuiu a formagao de vasos sanguineos em

modelo murino de tumor pulmonar>®,

Com relacado ao CB, pouco se sabe sobre a IDO1 na angiogénese. Um estudo
demonstrou que o tratamento com 1-metil-L-triptofano diminuiu o crescimento de tumor
de bexiga quando associado ao inibidor da nicotinamida fosforibosil transferase,
diminuindo a formacéao de vasos tumorais e aumentando o infiltrado de linfécitos T CD4
e CD8%. Zhang e colaboradores estudaram o papel do microRNA-153 no CB.

Demonstraram que esse microRNA tem acao antitumoral, inicialmente evidenciada pela

27



sua correlagdo negativa com a progressao do CB. Em seguida, demonstraram que o
microRNA-153 inibe a IDO1 e a angiogénese no CB®'. Contudo, n&o esta claro se ha um
efeito direto da IDO1 sobre a angiogénese ou se seu efeito sobre a inflamacéo influencia

indiretamente a angiogénese no CB.

Resumidamente, ha estudos que correlacionam a IDO1 com a angiogénese,
porém sé&o conflitantes. Em tumor renal, demonstrou-se que a presencga de IDO1 diminui
a angiogénese, ja em tumor cerebral, de pulméo e de ovario, a presenca de IDO1

favorece a angiogénese. Em CB, o efeito da IDO1 sobre a angiogénese é incerto.

1.6 IDO1 no ambiente hipdxico

Schmidt e colaboradores mimetizaram um ambiente hipoxico e avaliaram a
expressao e atividade da IDO1 em células de glioblastoma humano e HelLa. Observaram
que houve uma diminuicdo da expressao e consequentemente da atividade da IDO1 ao
mensurarem quinurenina no sobrenadante dessas células. Tanto a acdo antimicrobiana
como a imunomoduladora foram perdidas pela situagcdo de hipdxia. Ao devolverem
oxigénio para as células, a atividade IDO foi restaurada®?. Ainda em ambiente hipoxico,
estudo com células endoteliais derivadas de mondcitos tiveram a expressao proteica de

IDO1 e sua atividade diminuidas na hipdxia, um efeito revertido pelo retorno do oxigénio®3.

Nohapatra e colaboradores realizaram um estudo com células de glioblastoma.
Submeteram as células a hipdxia e avaliaram a expressao de TDO2, uma isoforma que
também degrada triptofano gerando quinurenina e seus catabdlitos. Sob hipdxia, as

células de glioblastoma tiveram uma redugao significativa da expresséao e atividade da
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TDO2, um efeito que foi revertido pela inibicdo de HIF-1a por meio de siRNA®4. Mais
interessante ainda, a hipdxia interferiu na habilidade das células tumorais suprimirem a

proliferacéo de linfocitos T64.

Liu e colaboradores avaliaram o efeito da hipdxia sobre a expressao de IDO1 em
células de cancer de ovario cocultivadas com linfécitos T reguladores (Treg), linfocitos T
citotoxicos e células Natural Killer (NK). Demonstraram que a hipdxia diminuiu
significativamente a expressao de IDO1, um efeito amenizado pela presencga de linfocitos
Treg. A hipdxia intensificou a apoptose de células neoplasicas incubadas com linfocitos T
citotoxicos e células NK, e a presencga de linfécitos Treg amenizou esse efeito, além de

aumentar a habilidade de invasdo das células®®.

Resumidamente, a situagcédo de hipdxia diminui a expressao e atividade de IDO1 e

este efeito esta relacionado ao HIF-1a.

1.7 Hipétese

A IDO1, uma molécula reconhecida como imunomoduladora, tem sido
relacionada a angiogénese em alguns tipos de cancer, porém com resultados conflitantes.
No CB esta participacdo da IDO1 sobre a angiogénese ainda ndo esta clara. E possivel

que a IDO1 seja modulada durante a hipdxia e isso favorega a formagéo de vasos no CB.
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2 Objetivos

Objetivo primario
Verificar se a situagao de hipdxia com alteracado de HIF-1a altera a expressao de

IFN-y e IDO1 e se a atividade da IDO1 (Quinurenina) influencia a angiogénese no CB.

Objetivo secundario

Mais especificamente:

. Analisar a expressao de IFN-y e IDO1, bem como sua atividade em situagao de
hipdxia e recuperagao de hipdxia;

. Verificar se ha associacao entre HIF-1a e IDO1 por meio da estabilizacdo de HIF-

1a com CoClz;

. Correlacionar a expressao de IDO1 com a expressao de VEGF-A na situacao de
hipdxia;

. Averiguar se a atividade enzimatica da IDO1 influencia a formagao de vasos in
vitro;

. Apurar se o tratamento com inibidor de IDO1 influencia a formagao de vasos em

modelo animal de CB.
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3. Materiais e métodos

3.1 Fase in vitro: Cultura de células T 24 e células Huvec

Foram utilizadas células humanas de carcinoma de bexiga (T24, grau 3) e células
endoteliais humanas de corddo umbilical (HUVEC). Ambas as células mantidas em
cultura com meio RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, Sdo Paulo), suplementado com 10 %
soro fetal bovino (SFB) e antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 mg/ml) a
37 °C com 5 % COz2. Alinhagem T24 ¢é proveniente da American Type Cell Collection
(ATCC, Manassas, VA, EUA) e foi adquirida comercialmente do banco de dados da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (Associagéo Técnico Cientifica Paul Ehrlich).

3.1.2 Ensaio de inducgao de hipoxia

A hipoxia foi induzida com a utilizagdo de saches de AnaeroGen (Compaq
ANO010C, Oxoid, Cambridge, UK). Este produto foi desenvolvido para o cultivo de
bactérias anaerdbias, ja que captura o oxigénio do ambiente. Nosso grupo padronizou
sua utilizacdo para a indugéo de hipdxia em células tumorais humanas®®.

Foram semeadas células T24 (200 mil células/pogo) em placas de 6 pogos. Ao

atingirem 75-80% de confluéncia, as placas foram colocadas em sacos plasticos com um
sache de Anaerogen. Cada saco plastico contendo a placa de 6 pogos e o sache de

Anaerogen foi selado e levado a estufa 37° C a 5%CO:2 (Figura 6).

31



As seguintes situagcbes foram estudadas, em diferentes periodos de hipoxia,
sempre em triplicata:
* Grupo controle (sem hipoxia por 48hs),

* Grupo controle de hipdxia quimica com cloreto de cobalto (CoClI2) pois o

Cocl2 é um quelante de Ferro e instabiliza o HIF-1a (controle por 48hs)

* Grupos com 1h,8h, 24h e 48hs de hipoxia com Anaerogen.

/\ " Sache casturador de 02

=

Estufa 37°C
5% CO2

Figura 6: Esquema da indugao de hipdxia. Células T24 em placas de 6 pogos, junto com um saché
capturador de O2. As placas foram seladas e incubadas em estufa de 37°C e 5% CO: por diferentes
periodos. Fonte Aline,2019

Ao final dos periodos estipulados, os sacos plasticos contendo a placa de 6 pogos
mais o sache de Anaerogen foram resfriados por 10 minutos a 4-8°C (refrigerador), para
coleta do sobrenadante e das células. Este resfriamento foi padronizado por nosso grupo
para baixar o metabolismo das células e, desta maneira, ndo haver degradacao
instantanea do HIF-1a com a abertura do saco plastico e entrada de ar atmosférico. Os
sobrenadantes foram colocados em microtubos identificados e armazenados em -80°C.

Retirados os sobrenadantes, todos os pogos foram lavados com 1 ml de PBS
gelado e em seguida 200 pL de tampéao de lise foram adicionados em cada pogo a fim de

destruir as células utilizando espatula de plastico. O lisado celular de cada pogo
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(homogenato) foi transferido para microtubos, sendo mantido em gelo por 15 minutos.
Em seguido, os tubos foram centrifugados a 2.000 G por 5 minutos e o sobrenadante
armazenado em freezer a -80C para quantificar proteina pela técnica de Bradford e
ELISA.

O controle em normoxia foi incubado sob as mesmas condigdes (37° C a 5% COz2),
assim como o cloreto de cobalto (utilizado como controle para a detecgao da proteina

HIF-1a), porém sem selamento do saco plastico.

Figura 7: Placa de 6 pogos com Anaerogen e saco de selagem antes de ser levada a estufa (37° C a 5%
COz). Fonte Jonas, 2017

3.1.3 Ensaio de recuperacgao de hipoéxia

Para o ensaio de recuperagéo de hipoxia, foram semeadas células T24 (200 mil
células/pogo) em placas de 6 pogos. Ao atingirem 75-80% de confluéncia, as placas foram
colocadas em sacos plasticos com um sache de AnaeroGen (Compaq AN0010C, Oxoid,
Cambridge, UK). Cada saco plastico contendo a placa de 6 pogos e o sache de
Anaerogen foi selado e levado a estufa 37° C a 5%CO:2 e seguir com os tempos de hipdxia

a serem estudados, nesse estudo foi realizado 48horas de hipdxia logo apos esse periodo
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retirou-se o saco e o sache para as células respirarem por 24 horas normalmente em
estufa 5%CO2.

Em seguida, os sobrenadantes foram colocados em microtubos identificados e
armazenados em -80°C. Todos os pogos foram lavados com 1 ml de PBS gelado e em
seguida 200 yL de tampéao de lise foram adicionados em cada pogo a fim de destruir as
células utilizando espatula de plastico. O lisado celular de cada pogo (homogenato) foi
transferido para microtubos, sendo mantido em gelo por 15 minutos. Em seguido, os
tubos foram centrifugados a 2.000 G por 5 minutos e o sobrenadante armazenado em

freezer a -80°C para quantificar proteina pela técnica de Bradford e ELISA.

3.1.4 Ensaio para formagao de tubos vasculares

Células HUVEC foram subcultivadas com meio de cultura RPMI 1640 a 10% SFB
e antibidticos. No dia do experimento, as células Huvec foram tripsinizadas e semeadas
em Matrigel solidificado em placa de 48 pocos (triplicata). Apos 24 horas, as células foram
incubadas com quatro tipos de meio sendo eles: 1) RPMI 1640 normal (controle); 2) RPMI
1640 normal contendo com L-quinurenina (0,5 mM), 3) RPMI 1640 sem triptofano; e 4)

RPMI sem triptofano contendo L-quinurenina (0,5 mM).

Ap0ds 24 horas de incubacgéo, foi iniciada a contagem de “pseudovasos” formados
em cada pogo a cada 24 horas, por 5 dias consecutivos. Todas em ftriplicata. A contagem
foi realizada sob aumento de 10x. Os meios foram trocados em dias alternados. Passados
os 5 dias de contagem de pseudovasos formados por células HUVECs em 10

campos/pogo, imagens de cada pogo foram capturadas pelo microscépio de

34



fluorescéncia ZOE (BioRad) para ilustragao.

3.1.5 Ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA)

Os homogenatos celulares foram analisados em ftriplicata utilizando os kits de
ELISA Human IDO (Elabscience®, Wuhan, Hubei, China), Human/Mouse Total HIF-1
alpha DuoSet IC ELISA (R&D Systems® Mineapolis, Minnesota, EUA) e Mouse IFN-y
(BioLegend’s ELISA MAX™ Standard Set) seguindo os protocolos dos fabricantes. Foi
realizada triplicata experimental nos kits utilizados. A densidade 6ptica de cada amostra
foi medida em 450 nm e comparada com uma curva padréo. Entretanto, antes de realizar
esses métodos os niveis de proteinas totais foram analisados pelo método de Bradford,

visando corrigir as dosagens de HIF-1 alfa, IDO e IFN-y.

- -[l- |-

Extraco de proteina

Indugdo de hipoxia para dosagem de
(1h 8h, 24h e 48h) 10O, interferon gama
Células T24 @ grupos controle e HIF =

Figura 8: Esquema resumido do procedimento para ELISA. Transferéncia do lisado celular de cada grupo
de estudo e armazenamento em tubo e congelamento para anélise na técnica de ELISA.

3.1.6 Dosagem de L-quinurenina
A L-quinurenina foi dosada por meio de HPLC (High Pressure Liquid

Chromatography). O sobrenadante de cultura foi preparado da seguinte forma para
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dosagem de L-quinurenina: 0,5 mL de amostra foi misturada com 0,5 mL de &cido
tricloroacético 10 % por 1 minuto em vortex e em seguida a mistura foi centrifugada em
refrigeracdo a 4°C a 5.000 G por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de
0,22 ym de diametro (Millipore, Massachusetts, EUA) e injetado (20 pL) no sistema
Agilent 1100 do HPLC (Agilent Technologies, California, EUA), equipado com uma

coluna C18. A L-quinurenina foi identificada em comprimento de onda de 254 nm.

Indu¢3o de hipdxia
(1h 8h, 2ah e 48h)
Células T24 e grupos controle

Figura 9: Esquema dos procedimentos das amostras para analise no HPLC. Transferéncia do
sobrenadante de cultura e armazenamento em tubo e congelamento para analise em HPLC.

A fase movel utilizada foi de acetonitrila e tampé&o de acetado de sédio (4:96, v/v),
com pH de 4,7. Uma pré-coluna de 12,5 X 4,6 mm (820950-926, Agilent Eclipse, 5um,
Agilent Technologies, Califérnia, EUA) e a coluna analitica 4,6 x 100 mm (695970-902,
Poroshell 120, EC-C18, 4um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) foram
utilizadas. Uma curva padrao foi construida para determinar a concentragao das amostras
(0,5 uM, 1,0 uM, 2,0 uM, 4,0 pM, 8,0 uM e 16,0 uM). Dessa forma, os picos foram
observados com o 1220 Infinity Il LC Gradient System (G4288B, Agilent

Technologies, Santa Clara, EUA).
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3.1.7 RT-PCR em tempo real

RNA total das células foi extraido com o kit PureLink® RNA Mini (Thermo Fisher
Scientific, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. A quantificacdo do RNA
foi feita em espectrofotometro (NanoDrop,Thermo Scientific, EUA), medindo-se a
densidade 6ptica nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. Quinhentos ng de RNA .total
foram utilizados. O calculo da concentragdo de RNA, expresso em ug/mL, a partir da
absorbancia a 260nm. A leitura a 280 nm foi utilizada para determinar a contaminagao

das amostras com proteinas.

Para a sintese do cDNA, foi usado o kit de transcricao reversa High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, CA, USA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A reagao ocorreu no termociclador convencional (Applied

Biosystems, Califérnia EUA).

Para a PCR em tempo real foi usado o kit SYBR Green (Invitrogen, Califérnia,
EUA). Quarenta ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, além de curva de melting, serao relizados no equipamento 7500 ™ Real-Time

PCR System (Applied Biosystems, Califérnia EUA), presente em nosso laboratério.

Todos os primers foram testados previamente, realizando-se a curva de
eficiéncia. Para tanto, o cDNA é diluido (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) antes da realizagao
da PCR em tempo real. Foram confeccionados pares de primers para a obtencao de
amplicons com no maximo 250 pb.

Os primers que foram usados neste estudo estdo apresentados na tabela 1.
Como housekeeping, estamos utilizando o TBP (TATA box binding protein).
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Apos a PCR em tempo real, o cycle threshold (Ct) foi determinado para o gene
housekeeping (TBP, do inglés TATA Box Protein) e para os genes alvo usando o auto

baseline. A expressao relativa para cada gene foi determinada usando as férmulas AACt

(ACt housekeeping - ACt alvo) e 2"AACE

Tabela 1: primers utilizados para RT-PCR em tempo real

Gene alvo Primer forward (5’-3’) Primer Reverse (5°-3’)
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
VEGF-A AGAGATGCAACTAAGCCCTCT AAGCAGCTACTGACAGGCAC
IDO1 CCTGGGGTACATCACCATGGCG TTGCGGGGCAGCACCTTTCG

3.2 Fase in vivo: Modelo animal de CB

Foi utilizada a linhagem celular MB49, que sao células de carcinoma de bexiga de
camundongos C57BL/6. Estas células foram doadas pelo Dr. lvan P. Nascimento do
Instituto Butantd, e mantidas em cultura no Laboratério de Biotecnologia Celular e

Molecular da Universidade Nove de Julho — UNINOVE.
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As células MB49 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, S&o
Paulo), suplementado com antibiéticos (50 U/ml penicilina e 0,05 mg/ml estreptomicina)
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO), 2 mmol/L L-guatamina, além de 10% SFB
(Vitrocell, Campinas, Sdo Paulo). Mantidas sob condi¢bes adequadas em estufa com
temperatura de 37° C e CO2 a 5%.

Para determinar a taxa de crescimento das células MB49, foi realizado o ensaio
de curva de crescimento. Células MB49 serao cultivadas e apds atingirem confluéncia de
aproximadamente 80%, tripsinizadas e aliquotadas em 6 garrafas de 25 cm3. Cada
garrafa subcultivada com 1X10° células. Para estabelecimento da taxa de crescimento,
foram tripsinizadas a cada 24 horas e contadas através do método de azul de tripan em
camara de Neubauer. A partir dos dados deste experimento foi possivel determinar o
doubling time destas células que em média de 14,3 horas, ou seja, um crescimento
extremamente rapido comparadas com outras células neoplasicas (média de 24 horas).
Foram utilizadas a linhagem celular MB49, uma linhagem de células de carcinoma de

bexiga de camundongos C57BL/6.

3.2.1 Animais

Para esta etapa, foram utilizados camundongas da linhagem C57BL/6 (mus
musculus, Rodentia, Mammalia), selecionadas entre seis e oito semanas de vida. Estes
animais foram criados no biotério central da Universidade Nove de Julho, com o propdsito
de pesquisa cientifica. Os animais foram acondicionados sob condigcbes normais com

agua e alimentacéao ad libitum. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo

39



Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEUA) da Universidade Nove de Julho,

processo AN 0015 2017.

3.2.2 Inoculagao de células MB49

Para a inoculacdo nos animais, as células MB49 em confluéncia de
aproximadamente 80%, tripsinizadas e ressuspendidas em meio de cultura RPMI, 10%
SFB e antibidticos. A viabilidade foi determinada através da exclusao por azul de tripan,
onde a viabilidade celular no minimo 90%. As células foram lavadas 2 vezes
centrifugando-as em solugéo salina fosfato-tamponada (PBS) pH 7.4 a 125 G a 5 minutos,
sendo posteriormente ressuspendidas em PBS na concentragdo de 5X103 células MB49
por microlitro. Para a inoculagéo, um volume de 100 yL desta solugéo, ou seja, um total
de 5X10° células.

O procedimento iniciou-se com a anestesia do animal através de injecéo
intraperitoneal de uma solugéo a base de cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de
xilazina 2%, alcancando, respectivamente, as concentragdes de 100 mg/kg e 10 mg/kg.
Apoés sedagao, o animal foi transferido para uma base cirurgica aquecida. Os 100 yL de
PBS contendo as células sdo administrados no espago subcutdneo da coxa direita,

conforme literatura®’.

3.2.3 Grupos experimentais

Apos aproximadamente 5 dias da inoculagéo, o diagndstico do tumor foi feito pela

visualizacdo de uma massa de 2 mm de didmetro, mensurada por meio de paquimetro.
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Com o diagnostico comprovado, os animais foram distribuidos em grupos, de acordo com
o tratamento proposto e permanecer com 6-7 animais por grupo, conforme estabelecido
previamente como ideal por meio de analise estatistica do modelo com base no programa
G Power®8. Os dois grupos formados:
. Controle (n=6): Animais com tumor recebendo apenas os veiculos dos
tratamentos;
. MT (n=6): Animais com tumor recebendo 1-metil-D-triptofano (MT) diariamente
(figura 11);

MT: O produto comercial 1-metil-D-triptofano (Sigma-Aldrich, EUA) em dleo de
soja a uma concentragcao de 100 mg/ml. Assim, 1 ml/Kg administrado por gavagem uma
vez ao dia, para uma dose final de 100mg/Kg (figura 11). Esta dose de MT sempre é

previamente determinada pelo nosso grupo, com base na literatura®®.

Figura 10: Imagem de animal imobilizado para avaliagdo do volume tumoral. Fonte: Aline, 2018
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Os animais foram acompanhados por 3 semanas apos inicio do tratamento,
avaliando-se peso, volume tumoral e aspectos clinicos. Ao término do periodo de
acompanhamento, os animais foram conduzidos a extragao tumoral (dissecacéo) e
eutanasia. O tumor foi seccionado em fragmentos de 5-10 mm, os quais foram fixados

em formol tamponado (PBS) 10% para futura analise de imuno-histoquimica.
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Figura 11: Delineamento do estudo in vivo®. Fonte Aline, 2018.
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3.2.4 Eutanasia

Para a eutanasia, os animais foram anestesiados para o procedimento de
eutanasia, que foi realizada com quetamina e xilazina, pela via intraperitoneal, nas doses
de 300 mg/Kg e 30 mg/Kg, respectivamente. Estas doses equivalem a trés vezes a dose
anestésica convencional, usadas como forma de eutanasia.

Caso os animais apresentassem sinais comportamentais de sofrimento como
alteracdo de comportamento alimentar, perda de peso, pelo ouricado e prostragao, foram

imediatamente conduzidos a eutanasia e contabilizados como 6bito.

3.2.5 Analise histolégica

Tumores foram removidos antes de serem seccionados e fixados para analise
histolégica de hematoxilina eosina (HE) imuno-histoquimica.

Para a avaliagdo de marcagao endotelial, foi usado o anticorpo anti-CD31 (Abcam,
Cambridge, MA, EUA).

As laminas passaram por um processo de desparafinizagdo. Apoés 30 minutos em

estufa a 600C, as laminas foram imersas em xilol durante 9 minutos, por 3 vezes. Em

seguida, as laminas foram mergulhadas em etanol absoluto (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por 5 minutos (2 vezes), em etanol 96% por 3 minutos (2 vezes) e em agua
destilada. Finalizado o processo de desparafinizagado, as laminas foram hidratadas em

solucéo salina tris-tamponada (TBS, pH 7,6) ou em PBS (pH 7,4).

Apods a remocgao do alcool através de um banho em agua destilada por 5 minutos,
os tecidos foram submetidos a exposicao antigénica, realizada por meio de aquecimento

em camara a vapor com tampao EDTA. A seguir, os cortes foram mergulhados em uma
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solugdo de bloqueio de peroxidase endogena, composto por metanol e peroxido de
hidrogénio (concentragao final de 3%) protegidos da luz, por 30 minutos. Em seguida,
procedeu-se o bloqueio composto por 6% de leite reidratado (Nestlé Brasil LTDA, Séo
Paulo, Brasil) e albumina bovina a 1%. Na sequéncia, os cortes foram incubados com
anticorpos primarios, durante a noite, a 4° C. Como anticorpo primario, foi utilizado o
CD31 (Abcam, Cambridge, MA, EUA). As secg¢des foram incubadas com reagentes do kit
EnV FLEX, High pH (K800021-2, Dako Co, Dinamarca). O mesmo kit forneceu o substrato
para revelagao a base de peroxidase.

A anadlise quantitativa das células positivas para o marcador em questao foi
conduzida de forma cega, onde as células foram contadas sob ampliagdo microscopica
de 400x e os resultados sdo expressos em numero de células positivas por campo.

Para analise em HE, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina
(corantes especificos para evidenciar caracteristicas estruturais do tecido em um
microscopio de luz). Esta técnica permite verificar obtendo assim os dados morfolégicos.

A aquisi¢cao das imagens foi realizada sob amplificagdo microscépica de 200x.
3.3 Analise estatistica

Teste T ou teste ANOVA One-Way com correcédo de Tukey foram usados nos
estudos de cultura de células e com animais. A analise de correlagdo Spearman foi usada.
A significancia estatistica foi considerada a partir do p<0,05. As analises foram realizadas

com o programa IBM SPSS versao 22.
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4 Resultados
4.1 Efeito da hipdoxia sobre a estabilidade de HIF-1a em células T24

A estabilidade de HIF-1a foi verificada pela dosagem da proteina HIF-1a no
homogenato celular. Conforme demonstrado na Figura 12, a expressao de HIF-1a
aumentou significativamente nas células tratadas com CoCl2 (utilizado como inibidor de
degradagao de HIF-1a). A figura também demonstra um aumento da concentragéo de
HIF-1a progressivamente com o tempo de hipdxia. Este resultado confirma a indugéo de
hipéxia com o sistema Anaerogen. Apds retorno do oxigénio (REC), houve uma redugao

do HIF-1qa, porém sem alcancgar os niveis do Controle.

3000+
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Controle CoClz H1h H8h H24h H48h REC

Figura 12. Concentragdo de HIF-1a em homogenato de células T24 submetidas a normoxia (Controle),
CoClz2 e hipdxia por diferentes periodos. Observa-se um aumento de HIF-1a em todas as condigdes. A

recuperacao do oxigénio reduziu o HIF-1a. @ p<0,05 vs. Controle, ? p<0,05 vs. CoClz, ¢ p<0,05 vs. H 1h, ¢
p<0,05 vs. H 8h, € p<0,05 vs. H 24h, f p<0,05 vs. H 48h.
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4.2 Efeito da hipoxia sobre a expressao de IFN-y e IDO1 e sobre a atividade

enzimatica da IDO1

Conforme demonstrado na Figura 13A, células T24 foram submetidas a
incubagdo com CoCl2 e a hipdxia apresentando um aumento significativo de IFN-y , de
maneira tempo dependente a hipdxia. A recuperagao da oxigenagao (REC) levou a uma

queda do IFN-y, porém sem atingir os niveis do Controle em 24 horas.

Ja a expressao de IDO1 foi reduzida significativamente com a incubagdo com
CoCl2 e com os tempos de hipdxia. O retorno da oxigenagdo em 24 horas nao foi
suficiente para recuperagao dos niveis normais de IDO1 (Figura 13B). O mesmo efeito
foi observado com a atividade da IDO1. A concentragdo de L-quinurenina diminuiu
significativamente no grupo de células incubadas com CoCI2 e hipdxia. A recuperagéo da
oxigenagao aumentou a atividade da IDO1, porém em 24 horas nao foi suficiente para a

recuperacéo total (Figura 13C).
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Figura 13. Células T24 submetidas a incuba¢cdo com CoCl2 e a hipdxia, e com recuperacéo de oxigenacao
(REC). (A) Observa-se aumento de IFN-y com a incuba¢cédo com CoClz e com a hipdxia de maneira tempo
dependente, sendo que a recuperacao de Oz diminuiu o IFN-y. (B) Observa-se diminuigcdo da concentracao
de IDO1 no homogenato de células T24 submetidas a CoClz e a hipdxia. (C) Dosagem de L-quinurenina
no sobrenadante de células T24 submetidas. Houve uma diminuig&o significativa de L-quinurenina com a
incubagdo com CoClI2 e com a hipdxia, sendo que a recuperagdo do O2 aumentou a atividade da IDO1. 2
p<0,05 vs. Controle, ® p<0,05 vs. CoClz, ¢ p<0,05 vs. H 1h, 9 p<0,05 vs. H 8h, € p<0,05 vs. H 24h, f p<0,05
vs. H 48h
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4.3 Efeito da hipoxia sobre a expressao de VEGF-A e IDO1

A expressao de VEGF-A e IDO1 foi analisada por PCR em tempo real. Conforme
demonstrado na Figura 14, a expresséo de VEGF-A aumentou progressivamente com o
tempo de hipoxia em célula T24. (Figura 14A) Em contraste, a expressao de IDO1
diminuiu gradativamente com o tempo de hipoxia. (Figura 14B) A expressédo de VEGF-A

correlacionou-se negativamente com a expressao de IDO1. (Figura 14C)
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Figura 14. Expressédo de VEGF-A e IDO1 avaliada por PCR em tempo real. (A) A expressao de VEGF-A
aumentou significativamente com a hipdxia e de maneira tempo dependente. (B) Em contraste, a expresséo
de IDO1 diminuiu significativamente com a hipdxia, também de maneira tempo dependente. (C) A
expressédo de VEGF-A correlacionou-se negativamente com a expressao de IDO1 (p<0,05). * p<0,05 vs.
Controle correspondente ao tempo.

51



4.4 Efeito da atividade da IDO1 sobre a formagao de tubos vasculares in vitro

Para avaliacdo da angiogénese in vitro, optou-se por utilizar a contagem de tubos
vasculares formados por células HUVEC. (Figura 15) Para avaliar o papel da IDO1 sobre
a formacéao de tubos vasculares, a situacdo de aumento de L-quinurenina e/ou deplegao

de triptofano foi promovida.

A quantificacdo dos vasos formados nos quatro tipos de meio foi realizada em
cada pogo/grupo. Conforme demonstrado na Figura 15, tanto o0 aumento de Lquinurenina
como a queda de triptofano no meio de cultura promoveram diminui¢ao significativa na
formacao de tubos vasculares. Quando o aumento de L-quinurenina foi associado a
diminuicdo de triptofano, o efeito inibitério de formagdo de tubos vasculares foi

potencializado.
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Figura 15. Analise de formag&o de tubos vasculares. Para mimetizar a agéo local da IDO1, células
HUVEC N=3 foram incubadas com 4 tipos de meio sendo eles: 1) RPMI normal (controle), 2) RPMI normal
batizado com L-quinurenina, 3) RPMI livre de triptofano e 4) RPMI sem triptofano batizado com
Lquinurenina. Conforme demonstrado no grafico, a presenca de L-quinurenina e a auséncia de triptofano
reduziram significativamente a formacdo de tubos vasculares. Quando as duas situagcbes foram
associadas, o efeito de inibicdo de formagao de tubos vasculares foi intensificado. * p<0,05 vs, Controle
correspondente ao tempo; # p<0,05 vs. L-quinurenina e sem Triptofano correspondente ao tempo.

4.5 Efeito do MT sobre a densidade microvascular com coloragao HE e marcagao

de endotélio em modelo murino de tumor de bexiga

Para avaliagao da densidade capilar, um modelo murino de CB foi usado.
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Utilizou-se imuno-histoquimica para CD31 para identificacdo de células endoteliais.
Conforme demonstrado na Figura 16 A, apresenta a lamina onde o tumor nos animais do
grupo MT foi seccionado e fixado para andlise histoldgica de hematoxilina eosina (HE).
Analisando a imagem capturada do mesmo local onde marcamos células endoteliais
observamos uma possivel formacdo de endotélio invadindo o tecido, presenca de
infiltrado inflamatorio. Na figura 16B, foi possivel marcarmos as células endoteliais de
vasos formados nos tumores com MT. Todas as fotos foram capturadas em objetiva de

200 x.

(A)
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Figura 16: Imuno-histoquimica para CD31 em tumor de bexiga. Células MB49 foram inoculadas no
subcutadneo de camundongas. Apds 4 semanas, 0s animais foram eutanasiados e o tumor extraido para
analise histologica. Para determinagdo da diferenciagdo celular, foi realizada a analise morfolégica das
células por meio da coloragao de HE no grupo MT (16A). Em coloragdo marrom (16B), a marcagéao de
endotélio. Para determinacao da diferenciagéo celular no grupo MT, foi realizada a analise morfol6gica das
células por meio da coloragédo de HE (16B). Observa- se uma possivel formagao de endotélio invadindo o
tecido, presenca de infiltrado inflamatério. Todas as fotos foram tiradas em uma escala |- 100 um -| € objetiva
de 200x. Analise descritiva.

4.6 Efeito do MT sobre a densidade microvascular com marcac¢ao de endotélio em

modelo murino de tumor de bexiga

Para avaliagao da densidade capilar, um modelo murino de CB foi usado.
Utilizou-se imuno-histoquimica para CD31 para identificacdo de células endoteliais.
Conforme demonstrado graficamente na figura abaixo, foi possivel marcarmos e
quantificarmos as células endoteliais de vasos formados nos tumores. Animais tratados
com 1-MT (inibidor da IDO) tiveram um aumento significativo na marcagao de endotélio

no tumor. Contagem realizada em 10 campos/grupo.
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Figura 17. Imuno-histoquimica para CD31 em tumor de bexiga. Células MB49 foram inoculadas no
subcutdneo de camundongos. Apos 4 semanas, 0s animais foram eutanasiados e o tumor extraido.
A densidade de capilares através da marcagéo de endotélio foi aumentada com o tratamento com 1-MT. *
p<0,05.
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5. Discussao

Ao iniciarmos a discusséo, € preciso uma breve recapitulagdo. O objetivo primario
dessa pesquisa foi verificar se a situacdo de hipoxia com alteracao de HIF-1a altera a
expressao de INFy e IDO1 e se a atividade da IDO1 influencia direta ou indiretamente a
angiogénese no CB, uma vez que sabemos que a angiogénese é processo finamente
regulado, essencial em condig¢des fisiopatoldgicas e que no CB ela contribui de alguma
maneira para a progressao dele.

O fato de a progressdo tumoral ser dependente da angiogénese, estimulou
pesquisas nesta area em alguns tumores e no CB nao foi diferente, pois é uma causa
importante de mortalidade e incidéncia entre as neoplasias do sistema urinario?.

Como nosso grupo estuda ha alguns anos o CB com hipotese de que a IDO

funciona como um biomarcador da doenca e como alvo terapéutico, decidimos partir para
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a angiogénese, um cenario especifico dentro do CB onde ainda ndo ha conclusdes de
que a IDO atue, o que seria de grande valia ser estudado.

Embora conflitantes, vimos que alguns estudos apontavam a expressédo e
atividade da IDO em angiogénese de tumores renais®®, ovario®, cérebro® e pulmio®,
contudo em CB os resultados n&o estavam confirmados. Isso nos abriu a possibilidade
para o presente estudo, pois sabiamos da importancia da angiogénese com dados mais
concretos.

Sendo assim, o estudo foi dividido em duas partes: in vitro e in vivo. A primeira
(in vitro) foi em simulagao de hipdxia, pois ela atua na indugdo de angiogénese. Para o
estudo in vitro foi importante saber que na célula tumoral a diminuigdo da concentragao
de oxigénio pode desenvolver: a apoptose, angiogénese tumoral, diferenciagao celular e
necrose’?. Além disso, a hipdxia pode induzir alteragbes protedémicas que permitem que
as ceélulas tumorais se adaptem superando a privagéo de oxigénio e/ou nutrientes,
sobrevivendo e escapando do ambiente local hostil. Essa adaptacdo € acompanhada
principalmente de angiogénese’’.

Estudamos o CB na hipdxia justamente por ela ser importante condigdo que
promove a alteragado das células tumorais e o desenvolvimento vascular dos tumores
solidos’?.

O primeiro resultado in vitro foi analisar a expressao de HIF-1a no ambiente de
hipdxia e observamos um aumento significativo em 1 hora de hipéxia quando comparado
aos grupos controle e CoCI2 (estabilizador de HIF-1a ja era o esperado) e um aumento
significativo de forma tempo-dependente, ou seja, quanto mais tempo de hipdxia, maior

a concentragao de HIF-1a intracelular.
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No entanto, constatou-se no presente estudo um aumento em HIF-1a, resultado
previsto baseando-se no fato que o estresse causado pela hipdxia regula a expressao e
acao do HIF-1a, importante para adaptagao celular’.

Um estudo analisou a importancia disso no CB, por meio de imuno-histoquimica
de 20 amostras de tecidos de CB emparelhados, além de amostras nao tumorais,
demonstrou uma expressdo 5 vezes mais elevada de HIF-1a no tecido tumoral’,
corroborando outro estudo’®, que analisou 79 amostras de CUB e 11 de bexigas normais,
uma maior expressao no CUB, sendo que mais da metade testou positivo, principalmente
nos invasivos e metastaticos’.

A expressao desse fator também foi correlacionada com o tamanho do CAP e,
dessa forma, tumores ortotopicos e subcutaneos constituidos por células com
superexpressao de HIF 1a tiveram um tamanho 3 vezes maiores’®.

Por ter um papel fundamental no mecanismo de metastase em outras neoplasias
malignas, a inibicdo de HIF-1a e HIF 2 em um modelo in vivo de melanoma nao afetou o
desenvolvimento do tumor primario, porém houve inibicdo da metastase tumoral’”’. Isso
corrobora o nosso estudo a qual o HIF-1a diminuiu na presenga do Cocl2 e, com isso,
apoiamos a ideia de que a baixa expressao da IDO1 pode estar sendo influenciada pelo
HIF-1a.

O Anaerogen foi eficaz em aumentar o HIF-1a (confirmando hipdxia) de uma
maneira tempo-dependente, atingindo 48 horas de hipdxia in vitro. Quando analisamos a
REC, observamos diminui¢ao na expressao de HIF-1a, porém ndo semelhante ao grupo
controle.

Em outro experimento in vitro, avaliamos o IFN y, e observamos um aumento

progressivo de acordo os tempos de hipéxia quando comparado a IDO1, isso leva a um
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microambiente de maior inflamag¢do. Mesmo na vigéncia do IFN y, que € um potente
indutor de IDO, a expressao e atividade da IDO diminuiu no nosso estudo. A analise do
IFN y é de fundamental importancia quando queremos analisar a expressao e atividade

de IDO*’. AREC, levou a uma queda do IFN vy, e se expressou semelhante a 1h de

hipoxia.

Outra analise in vitro nos permitiu analisarmos a expresséao proteica da IDO que
nao foi alterada pela hipéxia. No entanto, essa expressao pode ser correlacionada com a
expressao basal de HIF-1a.

Observamos que a expressao de IDO foi menor em tempos de hipdxia e
incubagédo com CoCl2, expressao maior em 48 horas quando comparado ao grupo CoCI2.
No inicio do estudo, a expectativa era que, quando a hipdxia fosse recuperada houvesse
uma exploséo de L-quinurenina e esse fendmeno auxiliaria na formagéo de novos vasos,
por isso realizamos o estudo de recuperagcdo de hipdxia com 24h, e nossos resultados
demonstraram que em 24 horas de REC houve recuperagdo embora nao totalmente,
talvez pelo fato do aumento de HIF1 -1a modular negativamente a IDO1.

Ao estudarmos a atividade da IDO1 (L-quinurenina), confirmamos sua
dependéncia de oxigénio em situagcdo de hipdxia, pois apresentou-se diminuida em
tempos de hipdéxia. Embora os resultados de IDO1 no presente estudo mostrem que ela
diminuiu em hipdxia, a comparacao da expressao de IDO1 no CB e nos tecidos normais
de bexiga por outro estudo demonstrou uma maior expressao, principalmente em relagao
ao grau histolégico e estagio TMN, sobretudo nos classificados como de alto grau e
estagio T2-T4, respectivamente’®.

Relacionando esses dois primeiros achados do trabalho, poucos estudos

apresentaram a relagao de HIF-1a com IDO. O mais recente demonstrou que em células
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humanas nocauteadas para HIF-1a, a replicacdo de citomegalovirus foi aumentada por
conta do aumento da expressédo de IDO17°, mostrando que, de uma forma indireta, o
HIF1a interfere na IDO. Outro estudo demonstrou que a hipoxia diminuiu
significativamente a expressao de IDO1 e intensificou a apoptose de células neoplasicas

incubadas com

linfocitos T citotdxicos e células NK®3,

Na REC, houve diminui¢ao de IDO, ndo semelhante ao grupo Controle, mas essa
diminuicdo de IDO foi recuperada. Por isso, houve necessidade de verificar se a
recuperacao da hipoxia das células T24 seria capaz de afetar a expresséao e atividade
IDO1, uma vez que sua atividade estava reduzida na hipdxia avaliada pela medigao de
L-quinurenina no meio de cultura. Entretanto, supde-se que tal fato seja devido a
necessidade de oxigénio que catalisa a clivagem oxidativa do anel indol do triptofano.
Dessa forma, o ambiente com baixa concentracdo de O2 poderia diminuir sua atividade
catalitica®®.

Foi importante analisar se a L-quinurenina € capaz ou nao de influenciar a
angiogénese e, no estudo, os resultados apresentaram diminuicao da expressao de IDO
e L-quinurenina em tempos de hipdxia e com incubagao com CoClI2, sendo que na REC
a L-quinurenina aumentou significativamente e esses resultados indicaram que a hipdxia
induz HIF-1a e induz angiogénese. Contudo, em contrapartida, ela aumenta o processo
inflamatorio. Talvez seja por esse motivo que a expressao de IDO foi diminuida e os
efeitos do sistema imune presente aumentaram, como confirmamos nos experimentos
em animal, o que nos levou a crenga de que a hipéxia aumenta o processo inflamatorio

local, além de induzir angiogénese.

61



Nosso resultado pode ser comparado com casos de carcinoma ductal invasivo
que apresentou um alto infiltrado inflamatério, trazendo para o local uma grande
quantidade de células imunoldgicas®', principalmente na regido do estroma tumoral em
que a IDO1 foi altamente expressa. A expressédo de IDO1 na regido de estroma pode
estar relacionada a presenca de grande quantidade de células imunoldgicas, pois a
enzima atuaria nessas células, diminuindo a resposta imunologica pela deplecéo local do
triptofano®, favorecendo o desenvolvimento do tumor intensificando a inflamagao.

Pacientes com CB que possuem uma maior expressao de IDO1 apresentam uma
maior progressao tumoral, quando comparado com tumores IDO1 negativos. Associado
a isso, também ocorre a diminuigdo na concentracao de triptofano na urina dos pacientes
com carcinoma urotelial de bexiga (CUB), em comparagdo com outras alteragdes
benignas, considerando o papel da IDO1 no catabolismo desse aminoacido®:.

Como essa enzima possui uma relagao significativa com o tamanho tumoral,
evidenciaram que o knockdown de IDO1 reduz a proliferagdo de linhagens celulares do
CB, como as células T24 utilizadas em nosso estudo, acompanhado pela reducido da
angiogénese in vitro de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs)3.

Alteracdes na expressao de micro RNA, como o miRNA-153, expresso de forma
reduzida nas células T24, também podem estar ligadas com esses mecanismos. Esse
demonstrou atuar no controle da expressao de IDO1, reduzindo angiogénese in vitro de
HUVECs e in vivo no ensaio de membrana corioalantéica (CAM), salientado o papel da
IDO1 na promogéo de vascularizagao tumoral®®.

A angiogénese vinculada a IDO1 parece estar relacionada com a via de

sinalizacéo IL6/STAT3/VEGF?&, de maneira que a superexpressao de IDO1 nas células
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trofoblasticas sdo importantes no processo de embriogénese e semelhantes as células
tumorais em aspectos proliferativos e invasivos.

Estudos mostraram regular positivamente niveis de STAT3 fosforilado (pSTAT3),
0 qual também €& capaz de reverter a diminuigdo da proliferagdo e migragdo dessas
mesmas células causadas pelo knockdown IDO®,

Assim como a super expressdo de miRNA-153 ou uso 1-MT em células T24, a
IDO ocasionou a reducao da expressao de interleucina-6 (IL-6), além de diminui¢do da
pSTAT3 e expressdo de VEGF, um importante fator na angiogénese?®®.

Em geral, quando as células de cancer sdo expostas a hipoxia, situagdo comum
em tumores no qual o crescimento exacerbado e a intensa atividade metabdlica criam um
rapido consumo de oxigénio, as células em hipdxia produzem VEGF-A, um potente
indutor da angiogénese. Se a IDO esta envolvida na angiogénese tumoral, € possivel que
IDO possa atuar através do VEGF-A.

Neste estudo, foi utilizado um método para induzir a hipdxia em células T24 de
carcinoma de bexiga humana, a fim de analisar o efeito de inibicdo da IDO sobre a
expressao do VEGF-A e acredita-se que estejam envolvidos com a patogénese tumoral

do CB73,s7.

Ainda in vitro, nossos resultados sobre a expressdo de VEGF-A e IDO1(figura
14), apresentou aumento de VEGF-A progressivamente com o tempo de hipdxia. Ja a
expressao de IDO1 diminuiu significativamente com a hipdxia, também de maneira tempo
dependente. O que nos leva a acreditar € que a inibicdo da IDO atue na producéo da
angiogénese. A expresséo de VEGF-A correlacionou-se negativamente com a expressao

de IDO1.
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Assim como o HIF-1a, o VEGF pode tornar-se uma ferramenta primordial para o
progndéstico, uma vez que o nivel sérico foi associado significantemente com o estagio e
grau do tumor com uma concentragdo maior durante a invasdo e metastase®?,

No CUB, por exemplo, 62,5% de 296 amostras apresentaram resultados positivos
para VEGF®. Além disso, um ensaio realizado com células T24, apontou o aumento do
MRNA e proteina de HIF-1a e de outras proteinas relacionadas como VEGF quando
submetidas a hipoxia®.

Jones e colaboradores demonstraram que células T24 expostas a hipoxia tinham
aumento na expressao do VEGF-A apés 16 horas de hipoxia. Desse modo, em analises
anteriores, células T24 em hipoxia tiverem a expressdo de VEGF-A aumentado em
relagdo ao tempo. Em contrapartida, ndo houve o aumento do mRNA de HIF-1q, porém
0s autores supuseram que esse acréscimo ocorreu devido a diminuicdo da sua
degradacéo pelo sistema ubiquitina-proteassoma®®.

Consequentemente, a superexpressao de VEGF resultou em brotamento
vascular e hiperfuncédo associada a formagao de brotos angiogénicos pela promogao da
migracao e proliferagao das células endoteliais, o que explicaria parte dos mecanismos
angiogénicos tumorais do CB?".

Outra proteina, o Foxp3, da familia forkhead box, importante na regulagao da
funcao das células T regulatérias que, ja correlacionado com a IDO, associou-se com a
expressao de VEGF-C, indicando que além de HIF-1a, outras vias e proteinas podem
estar relacionadas com a inducéo de VEGF%.

Avaliamos a angiogénese in vitro, realizando a contagem de tubos vasculares
formados por células HUVEC e, no intuito de avaliar o papel da IDO1 sobre a formagao

de tubos vasculares, a situagdo de aumento de L-quinurenina e/ou deplegéo de triptofano
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foi promovida. Esse experimento permitiu observar que tanto o aumento de L-quinurenina
como a queda de triptofano no meio de cultura promoveram diminuigao significativa na
formacédo de tubos vasculares e quando o aumento de L-quinurenina foi associado a
diminuicdo de triptofano, o efeito inibitério de formagdo de tubos vasculares foi
potencializado. Mais uma confirmacao de que a diminui¢cdo da atividade de IDO possa
estar relacionada a formagdo da angiogénese ao observar a sensibilidade da célula
HUVEC a auséncia de triptofano.

A segunda parte do presente estudo foi in vivo, realizado em modelo ectopico
porque € mais adequado na visualizagdo e analise de endotélio, além do estudo do
préprio tumor ficar mais consistente.

O grupo ja realizou estudo em modelo ortotopico, porém esse modelo
apresentou um tumor muito variavel, até mesmo com necrose. Por isso, repetir o mesmo
modelo, dificultaria a analise dele.

Os critérios necessarios para quantificacdo destes processos, tais como: escolha
do local no tumor a ser quantificada a angiogénese, o marcador imuno-histoquimica e o
método de quantificagdo a serem empregados sdo questdes importantes as quais foram
discutidas no inicio do estudo.

Ao se adicionar o 1-metil-DL-triptofano as culturas, observou-se a inibicao da
IDO%-%4, Sabendo que tal composto € um inibidor competitivo da enzima®?, capaz de
diminuir significativamente a expressao dela, partirmos para o tratamento de animais com
o MT e verificamos um aumento de endotélio (utilizando anticorpo AntiCD31) quando
comparado ao grupo controle, conforme a apresentag¢ao do grafico (figura 17), indicando

um papel da IDO na angiogénese do CB corroborando os resultados in vitro.
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Resultados do nosso grupo demonstraram que a expressao de IDO1 diminuiu no
front tumoral no mesmo modelo ectdpico e também no ortotdpico. Nado descartamos a
hipétese de que a queda da IDO1 se relacione a aquisi¢gao de um fenétipo mais invasivo,
0 que aumentaria o poder metastatico (artigo submetido e revisado para a revista

International Journal of tryptophan research).

O presente estudo mostrou que em tempos especificos de hipéxia ha aumento
de HIF-1a e IFN y. Em contrapartida, ha diminuicao de IDO1 e sua atividade. Ja VEGF e
IDO apresentaram correlacdo negativa uma vez que VEGF apresentou mais elevado
quando comparado a IDO e esse fendbmeno foi confirmado nao soé in vitro, mas também
in vivo quando observamos aumento de tubos vasculares e marcagdo endotelial,
respectivamente. No retorno de 24 horas, IDO1 e sua atividade aumentaram, embora nao

recuperadas totalmente.

Dessa maneira, o estudo continuara sendo realizado, pois abriu as possibilidades
para pesquisas entre hipoxia e IDO na angiogénese do CB. Testes complementares ainda
serao realizados, porém os resultados obtidos até o momento corroboram nossa hipotese

secundaria de que ha modulagdo de HIF-1a na IDO em angiogénese de cancer de bexiga

6. Conclusoes

* Na situagao de hipodxia, ha diminuicdo da expressao de IDO1, bem como sua
atividade, mesmo havendo aumento de IFN-y, um potente indutor de IDO1. Por
conta da incubagdo com CoCl2 oferecer o mesmo efeito sobre a IDO1, é possivel

que a inibicdo da IDO1 seja mediada pelo HIF-1q;
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* Asituacao de queda de triptofano e aumento de L-quinurenina diminui a formacgao
de vasos in vitro, sugerindo que a queda da IDO1 durante a hipoxia favorega a
angiogénese no CB;

* O uso de MT em modelo animal aumenta a angiogénese, corroborando os

resultados in vitro.
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