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RESUMO

O céancer de bexiga urinaria é a neoplasia maligna mais comum do sistema urinério e
para seu crescimento e progressdo, a angiogénese € necessaria. A Indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), wuma molécula reconhecida por suas propriedades
imunomoduladoras e surge como um potencial modulador da angiogénese. Sua
expressado esta associada com fatores pré-angiogénicos em tipos diferentes de cancer,
porém no cancer de bexiga nao foi ainda explorada.

O objetivo do presente estudo foi analisar a expressao de IDO em células T24 de
carcinoma de bexiga urinaria em situacdo de hipoxia, a fim de correlaciona-la com
fatores de indugéo de angiogénese.

Células T24 foram submetidas a hipoxia através do produto AnaeroGen durante quatro
periodos de incubacéo (1 h, 8 h, 24 h e 48 h). RT-PCR em tempo real foi realizada para
andlise da expressédo de VEGF, HIF e IDO. Células sem hipdxia foram usadas como
controle. Como segunda etapa, as células foram tratadas com o inibidor da IDO (1-metil
triptofano) e submetidas ou ndo a hipoxia para a avaliacdo da expressao do VEGF.
Adicionalmente, células HUVEC foram tratadas com o inibidor da IDO para avaliacédo da
viabilidade celular. Na fase “in vivo”, camundongos Balb/c nude receberam células T24
sob a cépsula renal para o estabelecimento de um modelo que permitisse a avaliacdo
de neovasos tumorais (30 dias). A caracterizacdo dos neovasos foi feita por imuno-
histoquimica.

A expressdao de VEGF aumentou significativamente ao longo dos periodos de
incubacdo, sendo tempo-dependente. JA a expressdo de HIF e IDO ndo sofreu
alteracdo significativa. Entretanto, houve uma correlacdo positiva entre HIF e IDO
(coeficiente de correlacdo 0,615, Spearman). O tratamento com inibidor da IDO
diminuiu significativamente a expressao de VEGF em células T24 submetidas a hipoxia,
além de diminuir a viabilidade de células HUVEC. A inoculacdo subcapsular renal de
células T24 é um modelo interessante para o estudo da formacdo de novos vasos,
porém animais tratados com inibidor da IDO ndo apresentaram formacdo de tumor
subcapsular, apenas infiltrados que ndo permitiram a quantificacéo vascular.

O estudo conclui que a IDO correlaciona-se com fatores indutores de angiogénese na
situacdo de hipOxia e sua inibicdo diminui a expressdo de VEGF e a viabilidade de
células endoteliais. A inibicdo da IDO pode ser uma alternativa promissora para inibir
angiogénese em tumores de bexiga urinaria.

Palavras-chave: cancer de bexiga urinaria, angiogénese, hipéxia, indoleamina 2,3-

dioxigenase, VEGF



ABSTRACT

The urinary bladder cancer is the most common malignancy of the urinary system and
for his growth and progression, angiogenesis is necessary. A indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), a molecule known for its immunomodulatory properties arises as a
potential modulator of angiogenesis. Its expression is associated with pro-angiogenic
factors in different types of cancer, but in bladder cancer has not yet been explored.

The aim of this study was to analyze IDO expression in T24 cells of bladder carcinoma
in situation of hypoxia in order to correlate it with angiogenesis-inducing factors.

T24 cells were subjected to hypoxia by AnaeroGen product during four periods of
incubation (1 h, 8 h, 24 h and 48 h). Real time RT-PCR was performed to analyze the
expression of VEGF, HIF and IDO. Cells without hypoxia were used as controls. As a
second step, the cells were treated with the IDO inhibitor (1-methyl tryptophan) and
subjected to hypoxia or not for the evaluation of VEGF expression. In addition, HUVEC
cells were treated with the IDO inhibitor to assess cell viability. In "in vivo" step, Balb/c
nude received T24 cells under the kidney capsule for the establishment of a model that
would allow assessment of tumor neovasculature (30 days). The characterization of
neovascularization was performed by immunohistochemistry.

The expression of VEGF was significantly increased over the incubation periods, and
time-dependent. But the expression of HIF and IDO did not change significantly.
However, there was a positive correlation between HIF and IDO (correlation coefficient
0.615, Spearman). Treatment with the IDO inhibitor significantly decreased VEGF
expression in T24 cells subjected to hypoxia, in addition to reducing the viability of
HUVEC cells. Renal subcapsular inoculation of T24 cells is an interesting model for the
study of the formation of new vessels, but animals treated with IDO inhibitor did not
shown formation of subcapsular tumor, only infiltrates that not allowed the vascular
guantification.

The study concludes that IDO is correlated with factors that induce angiogenesis in
hypoxic condition and its inhibition decreases the expression of VEGF and viability of
endothelial cells. Inhibition of IDO may be a promising alternative for inhibiting
angiogenesis in bladder tumors.

Keywords: bladder cancer, angiogenesis, hypoxia, indoleamine 2,3-dioxygenase,
VEGF



1 INTRODUCAO

O cancer é responsavel por cerca de 13% de todas as causas de 6bito no
mundo, sendo 8,2 milhdes somente em 2012 . Aproximadamente 30% das mortes por
cancer podem ser associadas a cinco principais riscos comportamentais e nutricionais:
indice de massa corporal elevado, baixa ingestédo de frutas e legumes, falta de atividade
fisica, tabagismo, uso de alcool 2. Desses riscos, 0 mais importante é o uso do tabaco,
gue sozinho corresponde anualmente por cerca de 71% das mortes globais por cancer
de pulmdes 2. Aproximadamente, 60% do total de casos novos anuais do mundo
ocorrem na Africa, Asia e nas Américas Central e do Sul 1. Estas regides também sdo

responsaveis por 70% das mortes por cancer no mundo 2.

Anualmente, o cancer mata cerca de 7 milhGes de pessoas e este numero
podera chegar a 15 milh6es em 2020, pois morrem mais pessoas de cancer do que de
HIV / SIDA, malaria e tuberculose juntas e se nada for feito, este nimero podera
aumentar entre 70% a 82% nos paises de baixa renda até 2030 *. No Brasil, no ano de
2014, estima-se 576 mil novos casos de cancer e deste total, 8.940 novos casos de
cancer de bexiga (6.750 homens / 2.190 mulheres) 3. Nesse mesmo ano, o cancer de
bexiga figura como a neoplasia urogenital mais frequente do homem apés o cancer de

prostata 3.
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O céancer de bexiga urinaria € a neoplasia maligna mais comum do sistema

urinario 37. Apesar da forma mais comum ser a ndo-invasiva muscular (70 % a 80 %),



30 % a 50% dos casos progridem para a forma invasiva apés repetidas resseccoes,

forma esta responsavel por alta mortalidade e metastase .

1.1 Angiogénese no cancer

O termo angiogénese foi usado pela primeira vez em 1787 pelo cirurgido
britdnico Dr. John Hunter, em um estudo que descrevia o crescimento de novos vasos
sanguineos nos chifres de uma rena “. O crescimento de novos vasos sanguineos é um
processo hatural e importante que ocorre no corpo, porém um disturbio neste processo
pode dar origem a doencas dependentes da angiogénese, que resultam em

crescimento excessivo ou insuficiente dos vasos sanguineos 4.

A neovascularizacdo é critica para o crescimento de tumores e metastases, pois
através da proliferacdo e migracdo das células endoteliais, o tumor recebera
oxigenacgdo e nutrientes para seu desenvolvimento °. Em 1971, Folkman descreveu a
importancia da angiogénese para o0 crescimento do tumor. Desde entdo, muitos
pesquisadores estudaram os mecanismos celulares e moleculares da angiogénese do
tumor. Em um estudo recente, Jain e Carmeliet listaram os seis diferentes mecanismos
da angiogénese tumoral: (1) surgimento da angiogénese; (2) vasculogénese; (3)
cooptacédo vascular; (5) intussuscepcao dos vasos; (6) mimetismo vasculogénico; e (6)

diferenciacdo tumoral de células-tronco para células endoteliais °.

As células tumorais, assim como células normais, possuem a habilidade de

liberar indutores de angiogénese. No entanto, ao contrario das células normais, que



liberam baixos niveis destes indutores, as células tumorais liberam niveis elevados dos

indutores angiogénicos, permitindo a proliferacdo tumoral ’.

Em condic¢des de hipdxia, uma proteina chamada HIF (fator induzido por hipéxia,
do inglés hypoxia-inducible factor) € ativada. Em células especificas, nessas condi¢cdes,
pode-se detectar o HIF-1 em niveis elevados, que induz tanto a transcricdo, quanto a
diminuicdo da degradacdo do mRNA do VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular, do inglés vascular endothelial growth factor) & Além de desempenhar um
papel importante na ativacdo da expressdo de VEGF, o HIF-1 faz a mediacdo das
respostas homeostaticas a hipoxia e, por isso, células destituidas de HIF-1 néo

expressam VEGF sob essa condicéo 8.

Uma melhor compreensao das bases moleculares e celulares da normalizacéo
vascular pode levar a terapias mais eficazes contra o cancer. Por isso, diversos estudos
de terapia anti-angiogénica tém sido publicados, estratégia esta que pode levar a
diminuicdo da massa tumoral °. Neste contexto, farmacos anti-VEGF tém sido utilizados
para potencializar os efeitos dos agentes quimioterapicos, sugerindo uma melhora na
estrutura e normalizacdo da fungcédo dos vasos tumorais de cancer epitelial, peritoneal e

tubas uterinas em estagio avancgado °.

Nos diversos tipos de cancer, a angiogénese se faz necessaria para que a
elevada demanda de oxigénio e nutrientes seja suprida. Sendo assim, em termos de
terapia anti-cancer, o blogueio da angiogénese torna-se atraente para a diminuicdo do

crescimento tumoral, bem como sua disseminag&o.



1.2 Papel da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) no cancer

A IDO é uma molécula classicamente conhecida como imunomoduladora. O
papel imunomodulador da IDO surgiu com os estudos experimentais desenvolvidos por
Munn e colaboradores que demonstraram que existe um aumento significativo da
expressdo de IDO em células trofoblasticas e que a administracdo de metil-triptofano,
um inibidor da IDO, causa rejeicdo do tecido embrionario em camundongos, mediada
por linfécitos T alorreativos . Em estudo subsequente, o mesmo grupo de
pesquisadores demonstrou que macrofagos cultivados “in vitro” expressando IDO
inibem a proliferacdo de linfécitos T através da deplecéo de triptofano 12.

Estudos mais recentes tém demonstrado que o efeito imunomodulador da IDO
nao se limita apenas a deplecédo de triptofano, mas também aos metabdlitos que séo
gerados a partir deste aminoacido, mais especificamente os derivados da quinurenina.
Terness e colaboradores demonstraram que células dendriticas expressando IDO
inibem a proliferagcado de linfécitos T “in vitro” e a adigdo de derivados da quinurerina
potencializa este efeito inibitério 3. Além de inibir a proliferacdo, os derivados da
quinurenina induzem apoptose em linfocitos T “in vitro”, além de suprimirem timaocitos
alorreativos “in vivo” 14,

Os efeitos imunomoduladores da IDO s&o extremamente atraentes para a
manutencdo de um tecido que pode ser considerando como indesejavel pelo sistema
imunologico, ou seja, estes efeitos podem ser responsaveis pela manutencédo e
desenvolvimento tumoral. De fato, células neoplasicas podem expressar IDO e essa

expressao correlaciona-se com a protecéo do tumor contra o sistema imunolégico *°.



Em experimento com camundongos pré-imunizados, a expressdo de IDO
protegeu células neoplasicas infundidas e esta protecao foi perdida a partir da inibicéo
quimica da IDO com metil triptofano (MT) 1°.

Um estudo com camundongo nocauteado para o gene Binl, um gene supressor
de tumor, demonstrou que a expressao de IDO é aumentada no tumor destes animais,
sugerindo que a expressdo de IDO nas células neoplasicas de glandula mamaria esta
sob controle deste gene 6. A inibicdo da IDO potencializa o efeito de quimioterapicos
contra estes tumores 6. Este efeito protetor da IDO em tumores é perdido quando se
trata de camundongos nude (imunodeficientes) ou com deplecdo de células CD4+ e
CD8+, demonstrando que ha um fator protetor relacionado a imunomodulacédo 2.
Curiosamente, a expressdo de Binl € inibida em neoplasias humanas de diversos
tecidos como mama, proéstata, pulmdes, célon, sistema nervoso e pele 1?1, sugerindo a

possivel participacéo da IDO neste processo.

1.3 IDO na angiogénese

Certos mediadores possuem a capacidade de promover imunossupressao e
angiogénese simultaneamente, e esta habilidade é fundamental no processo de
desenvolvimento tumoral. Adquirir tolerancia imunoldgica e conseguir suprir a enorme
demanda de oxigénio e nutrientes é tudo que um tumor agressivo precisa para se
instalar e disseminar. A IDO é uma candidata a esta fungéo, pois inibe a ativacao de
células T através de esgotamento do triptofano e por meio da quinurenina, além de

poder promover a formacdo do tubo endotelial e a angiogénese 28. Duechler et al.,

demonstraram a correlacdo positiva de IDO e HIF em tumores de mama 2°. De fato, 0o
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local onde a IDO foi consagrada por seu papel imunomodulador, na interface materno-

fetal, ha formacédo de neovasos com positividade para a IDO no endotélio °.

Um dos mecanismos da IDO em mediar a angiogénese pode estar relacionado
ao VEGF. Em um estudo com 17 pacientes portadores de adenocarcinoma esofagico,
com tumores classificados como positivos para a IDO, demonstrou aumento na
expressdo do VEGF em 81% dos casos, em contraste com tecidos normais, em que

ndo houve expressao significativa deste fator 3.,

Ritter et al., trabalhando com pacientes com hemangioma, demonstrou que as
formas proliferativas do tumor possuem expressdao marcante de IDO, diferente das
formas néo proliferativas, sugerindo o envolvimento da molécula na proliferacdo de
células endoteliais 2. Além disso, células endoteliais submetidas a hipéxia aumentam a

producéo de IDO 33,

Além disso, estudos demonstram que a expressdo de IDO esta presente em
vasos sanguineos de tumores renais 34 e cerebrais 3, apontando para um papel na

fisiopatologia vascular tumoral.

O composto SU5416 € um agente anticancerigeno, ainda em fase experimental,

demonstrou que ao inibir o VEGF-R2, ocorreu um aumento da expresséo de IDO 26,

Embora o papel da IDO na angiogénese tumoral ndo esteja esclarecido, ha
evidéncias de que esta molécula participe de alguma forma induzindo a formacao

vascular. Em tumor de bexiga urinaria, ndo ha estudo demonstrando esta correlagéo. A

10



medida que dispomos de inibidores quimicos da IDO, é possivel que esta estratégia

tenha efeito sobre a angiogénese, sendo, portanto, positiva para o paciente oncolégico.

11



2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo € analisar a expressédo de IDO em células T24 de
carcinoma de bexiga urinaria em situacdo de hipoxia, a fim de correlaciona-la com a

inducao de angiogénese.

Mais especificamente, 0s objetivos sao:

“in vitro”

1. Analisar a expressao de VEGF, HIF e IDO em células T24 submetidas a hipoxia;

2. Correlacionar a expressao de HIF e IDO em células T24 submetidas a hipéxia;

3. Analisar o efeito da inibicdo da IDO sobre a expressdo de VEGF em células T24
submetidas a hipoéxia;

4. Verificar o efeito da inibicdo da IDO sobre a viabilidade de células endoteliais da veia

umbilical humana (HUVEC);

‘in vivo”

5. Analisar a formacdo de vasos em tumores de células T24 apoOs inoculacdo em
camundongos nude, através de imuno-histoquimica para VEGF, CD 31 e aSMA (do
inglés alpha smooth muscle actin), a fim de correlacionar com a inibicdo de IDO por

meio do metil-triptofano (MT).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fase “in vitro”

3.1.1 Cultura de células

Para o presente estudo, foram utilizadas células humanas T24 de carcinoma de
bexiga urinéria e células endoteliais humanas de corddo umbilical (HUVEC), adquiridas
comercialmente da American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA), via banco
de células da Universidade Federal do Rio de janeiro. As células T24 foram mantidas
em cultura com meio McCoy (Sigma, St. Louis, EUA), suplementado com soro fetal
bovino 10 % (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, Brasil) e antibidticos (penicilina 100
U/mL e estreptomicina 100 mg/mL, Sigma, St. Louis, EUA), a 37 °C com 5 % CO2. Ja
as células HUVEC foram mantidas em meio 199 Earle suplementado com soro fetal
bovino 10 % (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, Brasil) e antibidticos (penicilina 100
U/mL e estreptomicina 100 mg/mL, Sigma, St. Louis, EUA), a 37 °C com 5 % CO..

As células sdo mantidas em garrafas de 75 cm? e, para os experimentos de

hipdxia, foram cultivadas em placas de 6 wells (Corning, Nova lorque, EUA).

3.1.2 Inducéo de hipo6xia

A inducéo de hipoxia foi realizada artificialmente com a utilizagdo de anaerobiose
(AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para tanto, células T24 foram semeadas
em placas de 6 wells e ao atingirem confluéncia de aproximadamente 75 % foram
colocadas em sacos plasticos, fornecidos no kit Anaero-Gen, com um sache capturador

de oxigénio. O saco plastico foi selado e as células permaneceram por 1 hora, 8 horas,

13



24 horas e 48 horas. Ao final dos periodos de hipdxia, as células foram tripsinizadas
(0,25 % durante 4 minutos a 37 °C) e congeladas para extracdo de RNA.

A Figura 1 ilustra as células T24 em placa de 6 wells submetidas a hipéxia.

Figura 1: Células T24 em cultura submetidas a
hipdxia com kit AnaeroGen.

14



3.1.3 Extracdo de RNA

RNA total foi extraido das células em cultura utilizando-se o kit Paris (Invitrogen,
California, EUA), seguindo-se o protocolo sugerido pelo 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. Foi feito o célculo da concentracdo de RNA, expresso em pg/mL, a partir da
absorbancia a 260nm. A leitura de 1 OD corresponde a uma solucao pura de RNA em
fita-simples na concentracdo de 40 pg/mL. A leitura a 280 nm foi utilizada para
determinar a contaminacdo das amostras com proteinas. A analise foi feita baseando-
se na razéo entre as absorbancias a 260 e 280nm e o valor aceitavel foi de 1,7 a 2,0.

Qualquer residuo de DNA contaminante foi removido através DNase |
(Invitrogen), na concentracdo de luni/ug RNA na presenca de 20 mM Tris-HCI, pH 8.4,
contendo 2 mM MgCI2 por 15 minutos a 37 °C, seguido de incubacéo a 95°C durante 5
minutos para inativacdo da enzima. Logo ap0s a quantificacdo, serdo realizadas as

reacOes de transcricdo reversa (RT), para a sintese do cDNA.

3.1.4 RT-PCR em tempo real

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a enzima M-MLV
(Promega, Madson, EUA) e todos os reagentes adicionais foram adquiridos da mesma
empresa. Quinhentos nanogramas de RNA total contidos em 11 puL de agua livre de
RNase foram misturados a 1 pL de dNTPs (10 mM) e a 1 pL de oligo (dT) (50 uM). A
mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e resfriada em gelo. Em seguida, foram

adicionados 4 pL de solugcéo tampéao especifica, 1 pL de inibidor de RNase e 1 uL da M-

15



MLV. A mistura foi aquecida a 42°C por 60 minutos e a 70°C por 15 minutos. Apos a
reacao, as amostras permaneceram a —20°C.

Para a PCR, foram confeccionados pares de primers para a obtencdo de
amplicons com no maximo 250 pb, conforme recomendacéao para PCR em tempo real.
Estes primers foram também submetidos ao RT-PCR convencional para validacdo da
temperatura de anelamento. Os primers utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

Para a PCR em tempo real foi utilizado o kit Sybr Mix (Invitrogen, Califérnia,
EUA). Um microlitro de cDNA foi acrescido de 24uL de PCR Sybr Mix, acrescidos dos
primers especificos. Todas as reacfes foram realizadas em duplicatas. A mistura foi
aguecida a 50°C por 10 minutos e depois a 95°C por 5 minutos, seguindo para 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A curva de
melting foi feita a 65°C, com variacdo de 1°C. O equipamento utilizado foi o 7500™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, California EUA).

Apbs 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 expresséo relativa para cada gene foi determinada usando as formulas AACt

(ACt housekeeping - ACt alvo) e 2-24Ct,

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

Gene alvo Primer forward (5’-3’) Primer Reverse (5°-3’)
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
VEGF AGAGATGCAACTAAGCCCTCT AAGCAGCTACTGACAGGCAC
HIF-1 ACGTCGTAATCACCACACTGA TTCGTCACTGCTACGTGTAGAA
IDO CCTGGGGTACATCACCATGGCG TTGCGGGGCAGCACCTTTCG
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3.1.5 Ensaio de viabilidade celular para células HUVEC

As células HUVEC foram subcultivadas em garrafas de cultura de 25 cm?,
previamente revestidas com gelatina 0,1 %.

A viabilidade celular foi realizada através da analise da atividade mitocondrial.
Para tanto, utilizou-se o ensaio do MTT, uma técnica indireta baseada na analise
colorimétrica da habilidade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase
(encontrada somente em células viaveis). Ao clivar enzimaticamente os anéis de
tetrazolio do MTT, formam-se cristais azuis escuros de formazana, 0s quais Ssao
impermeaveis as membranas celulares, ficando, entéo, retidos no interior das células
viaveis. A posterior lise celular faz com que estes sais de formazana sejam liberados. O
namero de células viaveis é diretamente proporcional a concentracéo de cristais de azul
de formazana formados.

As células HUVEC foram semeadas em placas de cultura de fundo chato de 96
wells (Corning, Nova lorque, EUA) (1X10% células/well), e ao atingirem confluéncia de
aproximadamente 75 %, passaram por um periodo de 24 horas de privacdo de soro
fetal bonivo (starvation). ApGs este periodo, o soro fetal bovino foi devolvido as células,
permanecendo por 48 horas. Células de 5 wells receberam o inibidor da IDO 1-metil
triptofano (MT, Sigma, St. Louis, EUA), na concentragcdo de 1 mM, previamente
dissolvido no meio de cultura. As células dos outros 5 wells ndo receberam MT.

Apos o periodo de cultivo, foi realizada a lavagem dos po¢cos com 200 uL de PBS
1X. Em seguida, foram adicionados 50 yL de MTT (0,5 pg/mL em tampao) (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue, Sigma, St. Louis,

EUA) e realizada uma incubacéo de 3 horas a 37°C em estufa de COa.
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Terminado o tempo de incubacao, esta solucdo foi removida cuidadosamente e
foram adicionados 100 pL de Isopropanol para ressuspender e solubilizar o precipitado.
Por fim, foi realizada a leitura da absorbéancia a 620 nm com auxilio de um leitor de
placas (Anthos 2020, Eugendorf, Austria).

Os resultados estao apresentados na forma de densidade Optica.
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3.2 Fase “in vivo”
3.2.1 Animais

Para o presente estudo, foram utilizados 8 animais Balb/c nude, criados no
biotério central da UNINOVE, unidade Vergueiro. Todos o0s procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica com Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Nove de Julho (processo AN0012013).

3.2.2 Inoculacéao de células pela via subcapsular renal

O procedimento iniciou com a anestesia do animal através de injecao
intraperitoneal de uma solucdo a base de cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de
xilazina 2%, alcancando, respectivamente, as concentracfes de 100mg/kg e 10mg/kg.
Apoés anestesia do animal, foi realizada assepsia do local com gluconato de clorexidina
e posicionamento para imobilizacdo do animal em decubito lateral direito. A partir de
uma incisdo cutanea na regido dorsolateral, perpendicularmente ao gradil costal, de
aproximadamente um centimetro, foi visualizada a camada muscular, a qual sofreu
incisdo com extensdo semelhante a da pele, tendo-se acesso ao rim esquerdo do
camundongo, que foi delicadamente exteriorizado.

Com o auxilio de uma seringa Hamilton com uma agulha de 23G acoplada,
infundiu-se sob a capsula renal em um angulo proximal a aliquota de 1x10° de células
suspensa em 10uL de PBS, conforme descrito anteriormente. Em seguida, a abertura
feita na capsula com a agulha foi cauterizada para evitar refluxo das células. Apos
reposicionamento ortotopico, as incisdes muscular e cutanea foram suturadas com fio

6.0. Todo o procedimento teve duracao aproximada de 30 minutos, tempo coberto pelo
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regime anestésico. O procedimento esté ilustrado na Figura 2.

Finalizado o procedimento, o animal permaneceu em pos-operatorio com
temperatura controlada e hidratacdo. O mesmo ficou em observacao por um periodo
entre 30 a 60 minutos. Apés este periodo, o camundongo foi isolado de outros animais,
para que sua sutura ndo fosse danificada por outros animais. Como manobra
analgésica, foi administrado cloridrato de tramadol por via intramuscular na
concentracdo de 5mg/kg nas primeiras 48 horas pés-cirurgia.

Quatro animais receberam MT na agua de beber, na concentracdo de 5 mg/ml,
enquanto 0s outros quatro animais permaneceram sem receber MT. Os grupos foram

mantidos por 30 dias, com um acompanhamento clinico diario.
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Figura 2: llustragdo do procedimento de inoculacdo subcapsular renal de células T24.
(A) Injecdo intraperitoneal de anestésico. (B) Incisdo lombar para exposigdo do rim
esquerdo. (C) Exposicdo do rim esquerdo. (D) Coleta das células em seringa Hamilton.
(E) Inoculagéo das células no espaco subcapsular renal. (F) Sutura cutdnea apos ter sido
realizada a sutura muscular.
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3.2.3 Eutanésia e coleta de material

Apoés 30 dias do processo de inoculacdo subcapsular renal, os animais foram
submetidos a eutanasia por meio de dose letal de anestésico (4x a dose preconizada
para anestesia, com Xilazina e Ketamina), via intraperitoneal. Ap0s a constatacdo de
auséncia de sinais vitais, procedeu-se a retirada do material.

Para o controle de VEGF, foi utilizado um fragmento de coracdo de camundongo
com aproximadamente 5 mm, que foi previamente lavado em solucao fisioldgica e
permaneceu 45 minutos em solucdo de Duboscg-Brazil. Em seguida, o fragmento foi
identificado e colocado em caixeta perfurada e mantido em solucéo de formol 10% em
tampao fosfato até a inclusdo em blocos de parafina.

Para os demais testes, foram utilizados fragmentos dos rins infundidos dos
camundongos, com aproximadamente 5 mm, que foram previamente lavados em
solucéo fisiolégica e permaneceram 45 minutos em solu¢do de Duboscqg-Brazil. Em
seguida, os fragmentos foram identificados e colocados em caixetas perfuradas e
mantidos em solugéo de formol 10 % em tampé&o fosfato até a inclusdo em blocos de

parafina.

3.2.4 Imuno-histoquimica

Para as técnicas de imuno-histoquimica, foram utilizados anticorpos especificos
para analisar VEGF (Anti-VEGF, Santa Cruz, Califérnia, EUA), CD-31 (Anti-CD31,
Santa Cruz, Califérnia, EUA), a-SMA (anti-a-SMA, do inglés smooth muscle actin, Dako,

Carpinteria, EUA) e IDO (Anti-IDO, Millipore, California, USA).
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Para a imuno-histoquimica, as laminas passaram por um processo de
desparafinizacdo e permaneceram em estufa entre 60 °C e 65 °C por 24 horas. Ao
serem retiradas da estufa foram submersas em xilol aquecido (Synth, Sdo Paulo, Brasil)
durante 5 minutos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em cada etapa por 30
segundos na seguinte sequéncia: etanol absoluto (Synth, S&o Paulo, Brasil), etanol 80
%, etanol 70 % e agua destilada. Apos a sequéncia dos alcoois, as laminas ficaram
submersas em acido formico durante 3 minutos.

A técnica da panela a vapor foi utilizada para aumentar a exposi¢cao antigénica,
uma vez que durante o processo de parafinizacdo pode ocorrer o “mascaramento” de
antigenos no tecido dificultando assim sua deteccdo. Para tanto, as laminas foram
imersas em tampéo citrato 10 X (2,1 g de acido citrico mono hidratado (Merck,
Darmstadt, Alemanha) dissolvidos em agua destilada Milli-Q e levadas para a panela a
vapor (Sanyo, S&o Paulo, Brasil). Este procedimento foi realizado uma vez durante 30
minutos a aproximadamente 85 °C, seguido por 20 minutos em temperatura ambiente
para o resfriamento das laminas.

O método da peroxidase foi utilizado para a imuno-marcac¢do de VEGF e IDO.
Para este método, as laminas permaneceram em &agua oxigenada 3 % (Synth, Séo
Paulo, Brasil) por 30 minutos. Para a retirada da agua oxigenada, foram lavadas em
agua corrente e agua destilada, permanecendo posteriormente em PBS. A solugcédo PBS
foi preparada utilizando-se os reagentes fosfato de sodio dibasico (Naz2 H POa) (Synth,
Séo Paulo, Brasil), fosfato de sddio monobasico (Na Hz POa4) (Synth, Sdo Paulo, Brasil)

e cloreto de sodio (Synth, Sdo Paulo, Brasil) para as concentracdes 0,007 M, 0,025 M e
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0,14 M, respectivamente. O pH desta solucao foi ajustado para 7,4 com acido cloridrico
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Apoés o blogueio de peroxidase enddgena, as laminas passaram por bloqueios
especificos para Avidina e Biotina endbégenas, por 15 minutos cada bloqueio,
intercalados com um tempo de permanéncia em PBS durante 5 minutos. Em seguida,
as laminas foram entédo incubadas com leite Molico 6% em PBS, durante 15 minutos e,
apos a retirada do excesso do leite, as laminas foram incubadas com o anticorpo
primario especificos, durante a noite a 4 °C. No dia seguinte, os cortes foram lavados
em PBS por 5 minutos e incubados com os reagentes do kit LSAB+ System-HRP
(Dako, Carpinteria, EUA). A revelacdo foi realizada com Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System (Dako, Carpinteria, EUA).

As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer (Merck, Darmstadt,
Alemanha) durante 7 minutos e lavadas em agua corrente. As laminas foram entéo
montadas com glicergel (Merck, Darmstadt, Alemanha).

O método da fosfatase foi utilizado para a imuno-marcagao de CD31 e aSMA.
Para este método, ndo ha bloqueio da peroxidase enddégena, como descrito acima, € 0
kit utilizado foi LSAB-System-AP (Dako, Carpinteria, EUA). A revelacdo foi realizada
com Permanent-RED (K064011, Dako, Carpinteria, EUA) diluido 1:50 em Liquid

Permanent Red Substrate Buffer (K064030, Dako, Carpinteria, EUA).
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3.2.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média * erro padrdo. Os dados foram
analisados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA), com poés-teste
Newman-Keuls, para verificar diferencas entre mais de dois grupos estudados. Para a
analise de correlacdo, foi aplicado o método de Spearman para dados néo
paramétricos. Os calculos foram realizados através do software GraphPad Prism,

versao 2.01. A significancia de p< 0,05 foi adotada.
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5 RESULTADOS
5.1 Fase “in vitro”
5.1.1 Inducédo de hip6xia em células T24

As células T24 foram submetidas a hipoxia por 8 h, 24 h e 48 h,
demonstrando resisténcia a caréncia de oxigénio. A Figura 3 ilustra as células em
cultura apos 48 h de hipoxia. Observa-se diminuicdo do namero de células e alteracéo

da forma das células (Figura 3B).

Figura 3: Células T24 em cultura. (A) sem hipoxia e
(B) apos 48 h de hipdxia. Nota-se menor numero de
células apods inducdo de hipoxia, bem como
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5.1.2 Expresséao de VEGF

Os resultados do presente estudo demonstram que células T24 produzem VEGF
“in vitro” de maneira constitutiva e quando submetidas a hipéxia a expressao de VEGF
nao aumentou apos 1 hora (expressao relativa de 1,00 + 0,10 no Controle vs. 0,96 +
0,06 na Hipdxia), porém aumentou significativamente ap0s 8 horas (expressao relativa
de 1,00 £ 0,07 no Controle vs. 2,68 + 0,67 na Hipdxia; p<0,05), apos 24 horas
(expresséao relativa de 1,00 = 0,41 no Controle vs. 5,61 + 1,07 na Hipoxia; p<0,05) e
apos 48 horas (expressao relativa de 1,00 + 0,51 no Controle vs. 13,16 + 0,83 na
Hipoxia; p<0,05) (Figura 4). O aumento da expressdo de VEGF foi proporcional ao

tempo de hipdxia (Figura 4).
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Figura 4: Expressao de VEGF por RT-PCR em tempo real

em células T24 submetidas ou ndo a hipéxia em 4 periodos
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5.1.3 Expresséao de HIF

Os resultados do presente estudo demonstram que a expressao de HIF
analisada por RT-PCR em tempo real ndo se altera significativamente em células T24
submetidas a hipdxia nos 4 periodos de incubacéo estudados. H4 um aumento com 24
horas, porém sem diferenca significativa. A expressao relativa apds 1 hora foi de 1,00 +
0,13 no Controle vs. 0,86 = 0,18 na Hipodxia, apos 8 horas foi de 1,07 + 0,29 no Controle
vs. 0,51 = 0,15 na Hipodxia, apds 24 horas foi de 1,13 + 0,41 no Controle vs. 3,31 + 2,38

na Hipoxia, e ap6s 48 horas foi de 1,00 + 0,88 no Controle vs. 0,30 + 0,89 na Hipdxia

(Figura 5).
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Figura 5: Expresséo de HIF por RT-PCR em tempo real em

células T24 submetidas ou ndo a hipoxia (n=3 para cada
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5.1.4 Expresséao de IDO

Os resultados do presente estudo demonstram que ha expressdo de IDO de
maneira constitutiva em células T24, porém nao conseguimos detectar alteracao
significativa durante os 4 periodos de hipoxia. A expressao relativa de IDO apds 1 hora
foi de 1,00 £ 0,10 no Controle vs. 1,10 £ 0,20 na Hipoxia, apés 8 horas foi de 1,01 £
0,09 no Controle vs. 0,82 + 0,22 na Hipdxia, ap6s 24 horas foi de 1,14 + 0,43 no
Controle vs. 2,07 £ 1,44 na Hipdxia, e apos 48 horas foi de 1,00 £ 0,69 no Controle vs.

0,19 £ 0,42 na Hipoxia (Figura 6).
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Figura 6: Expresséo de IDO por RT-PCR em tempo real em
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5.1.5 Correlacéao entre HIF e IDO em todos os tempos

Os resultados relacionados com a expressdo de HIF e IDO em células T24
submetidas a hipoxia demonstram que n&do ha alteracdes significativas nesta
expressdo. Entretanto, analisando os gréaficos das Figuras 5 e 6, é possivel perceber
gue a expressdo de IDO acompanha a expressao de HIF, ou seja, quando ha aumento
dos niveis basais do HIF, também podemos observar aumento da expressao da IDO.
Para confirmar esta observacdo, aplicamos dois métodos estatisticos: a regressao
linear e a correlacdo, utilizando os valores de expressao relativa, tanto dos casos
Controle como dos casos Hipdxia, em todos os tempos de incubacdo. Conforme
demonstrado na Figura 7, a andlise de regressdo linear mostrou significancia
(p<0,0001), ou seja, a expressdao de IDO aumenta a medida que had aumento da
expressdo de HIF. A andlise de correlacdo acusou um coeficiente de 0,615 e um r? de
0,001, confirmando a correlacdo positiva e significativa entre as duas moléculas

(andlise ndo-paramétrica de Spearman).

Regresséo Linear p<0,0001

Coeficiente correlagédo = 0,615
r? = 0,001

10

Figura 7: Expresséo de IDO por RT-PCR em tempo real em

rAliilac T24 ciithmatidace nit n3n A hinAvia n tatal Aa 21
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5.1.6 Efeito do MT sobre a expressao de VEGF

Células foram incubadas com MT, o inibidor da IDO, durante 48 horas. Podemos
observar na Figura 8 que o tratamento com MT aumentou a expressdo de VEGF em
células ndo submetidas a hipdxia (expressao relativa de 1,00 £ 0,51 no Controle vs.
4,66 = 0,40 no MT,; p<0,05), porém diminuiu a expressdo de VEGF em células
submetidas a hipdxia (expressao relativa de 13,16 + 0,83 no Hipdxia vs. 3,08 + 1,51 no

Hipoxia+MT; p<0,05).
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Figura 8: Expressdo de VEGF em células T24 apds
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5.1.7 Viabilidade de células HUVEC tratadas com MT

Para analisar o efeito da inibicdo quimica da IDO sobre a viabilidade de
células HUVEC (utilizadas em ensaios sobre o processo de angiogénese), as células
foram incubadas por 48 horas e submetidas as ensaio de MTT, que avalia a atividade
mitocondrial das células. Conforme demonstrado na Figura 9, o tratamento das células
HUVEC com MT diminuiu significativamente a viabilidades destas células (densidade

Optica de 0,23 + 0,02 no Controle vs. 0,16 = 0,01 no MT; p<0,05).
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Figura 9: Viabilidade das células HUVEC ap6s 48 horas de
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5.2 Fase “in vivo”

5.2.1 Inoculacéao de células T24 no espaco subcapsular renal

A inoculacdo das células T24 foi realizada com sucesso. Conforme a Figura 10, uma
parte das células ficou limitada no espaco subcapsular renal (Figura 10A), enquanto
uma parte infiltrou no parénquima renal no sentido da medula renal, apos 30 dias da

inoculacao.

Figura 10: Rim de camundongo Balb-c nude apés 30 dias
da inoculacéo de células T24. (A) Parte das células ficaram
limitadas ao espaco sibcapsular renal, enquanto que (B)
uma parte infiltrou no parénquima renal. As cabeca de setas
indicam células T24 no espaco subcapsular renal, enquanto
T T . T ' 33



5.2.2 Padronizacdo de imuno-histoquimica para VEGF

A padronizacdo da imuno-histoquimica foi realizada para analisar a expresséo de
VEGF em células T24 inoculadas em camundongos Balb/c nude. Como controle
positivo de VEGF, foi utilizado tecido cardiaco, onde podemos visualizar a marcacéo
para VEGF em miocardio e em vasos sanguineos (Figura 11). A padronizacao foi

realizada com sucesso.

Figura 11: Expressédo de VEGF em tecido cardiaco. Células

Adn mincArdin a wvacne canniiinane anararam marrandne nara
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5.2.3 Imuno-histoquimica para VEGF em células T24 inoculadas

Como demonstrado na imagem abaixo, ha marcacdo de VEGF em células T24
inoculadas na regido subcapsular renal de camundongos Balb/c nude. Além disso,
positividade para IDO foi identificada também em tubulos renais dos camundongos

receptores das células (Figura 12).

Figura 12: Imuno-histoquimica para VEGF em células T24

inoculadas via subcapsular renal. As setas indicam células
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5.2.4 Imuno-histoquimica para CD-31 em células T24 inoculadas
Imuno-histoquimica para CD31 foi realizada para a identificacdo de células
endoteliais, a fim de quantificarmos os vasos formados nos tumores subcapsulares de
células T24. Conforme demonstrado na Figura 13, foi possivel marcarmos as células
endoteliais de vasos formados nos tumores. Acreditamos que o intenso background se

dé por conta do CD31 soltuvel e do encontrado em plaquetas.

Figura 13: Imuno-histoquimica para CD-31 em células T24

inoculadas via subcapsular renal. As setas indicam vasos
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5.2.5 Imuno-histoquimica para a-SMA

Além de imuno-histoquimica para CD31, antigeno envolvido em eventos
interativos durante angiogénese, realizamos imuno-histoquimica para a-SMA, pois € um
marcador de células musculares lisas, sendo assim importantes para quantificarmos
vénulas e arteriolas formadas nos tumores subcapsulares. A Figura 14 ilustra a

marcacao para a-SMA em vasos tumorais.

Figura 14: Imuno-histoquimica para a-SMA em células T24

inoculadas via subcapsular renal. As setas indicam vasos
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5.2.6 Imuno-histoquimica para IDO

Para verificar se a expressdo de IDO encontrada em cultura permanece em
células T24 inoculadas em camundongos Balb/c nude apés 30 dias, foi realizada
imuno-histoquimica para IDO.

Conforme ilustrado na Figura 15, ha marcacdao para IDO em células T24

infiltradas no parénquima renal.

Figura 15: Imuno-histoquimica para IDO em células T24
inoculadas via subcapsular renal. As setas indicam a
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5.2.7 Analise de tumores de células T24

Oito animais Balb/c nude foram receptores de células T24 sob a capsula renal e
permaneceram com as células por 30 dias. Quatro foram tratados com MT, enquanto
quatro receberam apenas veiculo. Conforme demonstrado na Tabela 2, os animais
tratados com MT apresentaram apenas células infiltrantes, enquanto a maioria dos
animais tratados apenas com veiculo apresentaram ceélulas no espaco subcapsular
renal e infiltrantes. Desta maneira, ndo tivemos uma massa consideravel para a

contagem de vasos tumorais nos animais tratados com MT.

Tabela 2. Animais Balb/c nude receptores de células T24 no espaco subcapsular renal.

Células T24 no Células T24

espaco subcapsular infiltrantes
nude 1 Sim Sim
) nude 2 N&o Sim
Veiculo nude 3 Sim Sim
nude 4 Sim N&o
nude 5 N&o Sim
Tratamento  hude 6 Nao Sim
com MT nude 7 N&o Sim
nude 8 N&o Sim
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6 DISCUSSAO

Clinicamente, a expressao de IDO “in situ” correlaciona-se com progressao de
cancer endometrial, funcionando como marcador para pior prognéstico clinico 2. Na
mesma linha de estudo, a expressao de IDO esta correlacionada com diminuicdo da
sobrevida e pior prognéstico para portadores de cancer ovariano 2. Além disso, a
expressdo de IDO estd presente também em céancer colorretal e esta relacionada a
metastase hepatica e diminuicéo de linfocitos T 24. Embora efeito semelhante tenha sido
percebido em carcinoma hepatocelular 25, estudo com cocultura de células
mononucleares de sangue periférico e células de carcinoma hepatocelular demonstrou
que a IDO é importante para a atividade imune anti-cancer 6. Este efeito contraditério é
reforcado por evidéncias de que ha expressao de IDO em células endoteliais presentes
em carcinoma renal, correlacionando-se com maior sobrevida dos pacientes 27.

Este efeito paradoxo pode ser explicado pelo fato de que a IDO pode exercer
efeito protetor a tumores quando ha reatividade do sistema imunol6gico contra as
células neoplésicas. J& em situacdes onde o sistema imunologico ndo representa
“perigo” ao tumor, a IDO pode né&o ser interessante.

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

que IDO possa atuar através do VEGF-A. Neste estudo, foi utilizado um método para
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induzir a hipéxia em células T24 de carcinoma de bexiga humana, a fim de analisar o

efeito de inibicdo da IDO sobre a expressao do VEGF-A.

Ha evidéncias de que a IDO pode estar relacionada com mecanismos
angiogénicos, especialmente porque a sua expressdo foi encontrada em células
endoteliais de tecidos com intensa angiogénese, tal como a placenta (Blaschitz, 2011).
No cancer, a IDO tem sido apontada como uma molécula-chave para induzir o escape
do tumor a partir do sistema imunoldgico, devido seus efeitos imunossupressores locais
(Platten, 2012). Se a IDO esta envolvida na angiogénese tumoral, além de seus
mecanismos imunomoduladores que promovem a fuga tumor, a IDO pode se tornar um
alvo atraente para terapias anticancerigenas. De fato, em um ensaio de fase I, IDO foi
combinada com docetaxel em pacientes com tumores soélidos metastaticos (Soliman,
2014). Em um modelo pré-clinico de cancer de bexiga, o inibidor da IDO foi utilizado em
combinag¢do com o inibidor da enzima metabdlica APO886, potencializando a inibicao

do tumor (Yang, 2010).

Nossos resultados mostraram que o AnaeroGen foi eficaz em induzir a
expressdo do VEGF-A de uma maneira tempo-dependente, atingindo um pico ao fim de
48 horas de hipoxia. Como o HIF-1la é um potente indutor do VEGF-A, também
analisamos a sua expressao e constatamos que 0 mMRNA para HIF-1a ndo aumentou ao
longo do tempo de hipoxia. Temos duas hipoteses para ndo haver aumento do mRNA
do HIF-1a, em primeiro lugar, a proteina de HIF-1la pode ser aumentada de forma
independente do mRNA do HIF-1a. De fato, o0 aumento de proteina de HIF-1a na célula

hipoxica é devido a uma reducédo da sua degradacdo e ndo necessariamente pela sua
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suprarregulacao. Jones et al. demonstraram que células T24 expostas a hipoxia tinham
aumento na expressao do VEGF-A apos 16 horas de hipoxia (somente este tempo foi
analisado), acompanhados por elevacdo da proteina HIF-1a, sem alterar o mRNA do
HIF-1a (Jones, 2001). Em segundo lugar, um pico de mRNA do HIF-1la pode ter

ocorrido em um curto espaco de tempo e ndo fomos capazes de detecta-lo.

A expressao da IDO nao foi alterada significativamente pela hipdxia. No entanto,
essa expressdo pode ser correlacionada com a expressao basal de HIF-1a. A analise
de correlacdo e regressao linear, demonstraram que a IDO e o HIF-1a apresentaram
uma associacdo positiva significativa. Assim, ndo descartamos a possibilidade da

expressao IDO ter apresentado pico em conjunto com HIF-1a.

Quando usado 1-metil-triptofano, observou-se uma infrarregulacdo significativa
do VEGF-A. Assim, a inibicdo IDO durante a condicdo de hip6xia diminui a expressao

do VEGF-A, indicando um papel da IDO na angiogénese do cancer de bexiga.

E possivel que exista uma via de sinalizagdo comum entre a IDO, HIF-1a e
VEGF-A. O grupo de Semenza tem sido pioneiro nos estudos de HIF-1a e VEGF-A e
demonstraram que o VEGF ndo pode ser induzida por HIF-1 se a sua unidade 3 é
interrompido (Forsythe, 1996). O HIF-1[3, também chamado de translocador nuclear do
receptor de aril hidrocarbono, é essencial para formar a fungéo do receptor (Yamaguchi,
1995). Mais recentemente, o receptor de aril hidrocarbono tem sido fortemente
associado com a quinurenina, o primeiro produto catabdlico produzido pela IDO. A
Quinurenina ativa o receptor de aril hidrocarbono para induzir os mecanismos de
imunidade tumoral (Bessede, 2014; Platten, 2012; Optiz, 2011). Além disso, a ativacao
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do receptor de aril hidrocarbono induz a expressdo de VEGF em células de

hepatocarcinoma no figado (Terashima, 2013).

Se a quinurenina produzida pela IDO é necessaria para ativar o receptor de aril
hidrocarbono, o qual depende do HIF-1 para induzir a expressao do VEGF, faz sentido
a expressao da IDO acompanhar a expressao de HIF-1. No entanto, mais estudos séo

necessarios para descrever esse possivel mecanismo.

Dessa forma, concluimos que o AnaeroGen é um método simples e eficiente
para induzir a hipéxia com aumento da expressdao do VEGF-A em células T24 de
carcinoma da bexiga humana. A expressdo basal de HIF-1la correlaciona-se com a
expressdo da IDO e a inibicdo da IDO regula negativamente a expressdo de VEGF-A
em células T24 hipdxicas. Este efeito de inibicdo IDO pode ser explorado para o

tratamento de cancer de bexiga.
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7 CONCLUSOES

1) Foi possivel induzir hipéxia em células T24 com o produto AnaeroGen;

2) A expressdo de VEGF aumentou significativamente e de forma gradativa, tempo-

dependente;

3) A expressdo de HIF e IDO néo sofreram alteracfes significativas nos periodos de

hipoxia estudados, porém houve uma correlacdo significativa entre as duas molecular;

4) A inibicdo da IDO diminui a viabilidade de células endoteliais (HUVEC),

demonstrando a importancia da IDO na manutencao destas células;

5) A inoculacao subcapsular renal de células T24 confere um modelo interessante para

a formacéao de tumor com formacgéo de neovasos;

6) Nao foi possivel avaliar o efeito da inibicdo da IDO na formacdo de neovasos nos

animais tratados com o MT, pois ndo houve formacgéo de tumores.
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