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RESUMO

BOGEA, Gabriela Muller Reche. EFEITO DO SECRETOMA DE CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO SOBRE O IMUNOESCAPE DE UM
MODELO IN VITRO DE MELANOMA. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias

Farmacéuticas) — Faculdade de Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2022.

O melanoma é um tipo de cancer de pele derivado dos melandcitos, com alta taxa de
mortalidade e mau progndstico. Atualmente, varias abordagens imunoterapéuticas estdo sob
investigacdo para tratar o melanoma. No entanto, recidivas do cancer e respostas heterogéneas
ainda séo observadas clinicamente. Portanto, é essencial compreender melhor 0s mecanismos
de imunoescape do melanoma e como esse cancer interage com a resposta imune para garantir
0 escape imunoldgico. Nesse trabalho, investigamos qual o impacto do microambiente
inflamatorio sobre o potencial da linhagem de melanoma metastatico MeWo em controlar a
resposta imune de células T. Para isso, inicialmente produzimos meios condicionados de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em repouso (MC) e imunoativados com
fitohemaglutinina (iMC). Em seguida, a MeWo foi expandida em RPMI, MC ou iMC e o
secretoma gerado apos a expansdo celular foi coletado e identificado como Sec (RPMI), nSec
(ndo inflamatdrio) ou iSec (secretoma inflamatdrio), respectivamente. A partir desse momento,
submetemos as PBMCs ativadas com fitohemaglutinina ao Sec, nSec e iSec. Inicialmente,
notamos que as células MeWO expostas ao iMC apresentaram expressdo elevada de
importantes moléculas imunomoduladoras, como PD-L1 e IDO. Além disso, essas células
apresentaram aumento na expressdo das ectoenzimas CD39 e CD73 em sua membrana,
indicando maior potencial de gerar imunossupressdo por producdo de adenosina. Em adicéo,

nossos dados revelaram que o iSec foi capaz de controlar significativamente a proliferagéo de



células T e reduzir a expressdo de marcadores classicos de ativagdo como CD69 e HLA-II.
Além disso, as PBMCs tratadas com iSec apresentaram expressao reduzida dos principais
reguladores das respostas Thl, Th2 e Treg (Thet e Gata-3 e FOXp3). De modo concordante,
notamos expressao reduzida de IFNy nessas células. Mais importante, as PBMCs cultivadas
com iSec apresentaram expressao reduzida dos transcritos TIM-3 e LAG-3, que codificam alvos
terapéuticos que tém sido investigados no melanoma. Como pode ser visto, a exposi¢do das
células tumorais ao ambiente inflamat6rio desempenha um papel importante para permitir que
essas células atuem com uma funcdo imunossupressora mais potente. Considerando que nosso
estudo teve foco em investigar comunicagdo paracrina, seria importante o desenvolvimento de
novas investigagdes de modo a fornecer um melhor entendimento dos mecanismos de
imunoescape do melanoma, com uma abordagem que permita contato celular. Tais avangos séo
fundamentais para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas focadas na

imunoterapia do melanoma.

Palavras-chave: melanoma, linf6citos T, resposta imune, secretoma, terapia alvo molecular.



ABSTRACT

BOGEA, Gabriela Muller Reche. EFFECT OF PERIPHERAL BLOOD
MONONUCLEAR CELL SECRETOME ON IMMUNOESCAPE OF AN IN VITRO
MODEL OF MELANOMA. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2022.

Melanoma is a type of skin cancer derived from melanocytes, with a high mortality rate and
poor prognosis. Currently, several immunotherapeutic approaches are under investigation to
treat melanoma. However, cancer relapses and heterogeneous responses are still clinically
observed. Therefore, it is essential to better understand the mechanisms of melanoma
immunoescape and how this cancer interacts with the immune response to ensure immune
escape. In this work, we investigated the inflammatory microenvironment impact on the
potential of the MeWo metastatic melanoma cell line to control the T cell immune response.
First, we produced the conditioned media (MC) of resting peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) and immunoactivated with phytohemagglutinin (iCM) Then, MeWo was expanded
into RPMI, MC or iMC and the secretome generated after cell expansion was collected and
identified as Sec (RPMI), nSec (non-inflammatory) or iSec (inflammatory secretome),
respectively. From that moment, we submitted the PBMCs activated with phytohemagglutinin
to Sec, nSec and iSec. Initially, we noticed that MeWo cells exposed to iMC showed high
expression of important immunomodulatory molecules, such as PD-L1 and IDO. In addition,
these cells showed an up regulation on the expression of CD39 and CD73 ectoenzymes in their
membrane, indicating a greater potential to generate immunosuppression by adenosine
production. In addition, our data revealed that iSec was able to significantly control T cell

proliferation and reduce the expression of classic activation markers such as CD69 and HLA-



II. PBMC:s treated with iSec showed reduced expression of the main regulators of Th1, Th2 and
Treg responses (Tbet, Gata-3 and FOXp3). Accordingly, we noted reduced expression of IFNy
in these cells. More importantly, PBMCs cultured with iSec showed reduced expression of
TIM-3 and LAG-3 transcripts, which encode therapeutic targets that have been investigated in
melanoma. As can be seen, the exposure of tumor cells to the inflammatory environment plays
an important role in allowing these cells to perform a more potent immunosuppressive function.
Considering that our study focused on investigating paracrine communication, it would be
important to develop new investigations in order to provide a better understanding of melanoma
immunoescape mechanisms, with an approach that allows cellular contact. Such advances are
fundamental for the development of new therapeutic approaches focused on melanoma
immunotherapy.

Keywords: melanoma, T-cells, immune response, secretome, checkpoints.
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1. INTRODUCAO
1.1 Melanoma: defini¢éao

O melanoma é um tumor maligno decorrente de mutagdes somaticas presentes nos
melanadcitos, células produtoras do pigmento conhecido por melanina (PAVRI et al., 2016;
SHAIN; BASTIAN, 2016). Os melandcitos sao células derivadas da crista neural e representam
uma pequena populacdo celular da camada basal da epiderme, tendo como funcdo primordial
prover a melanina para os queratinécitos. A melanina, por sua vez, € uma macromolécula capaz
de absorver a radiacdo UV, portanto, essa molécula é utilizada pelos queratindcitos para
proteger o nucleo celular contra danos no DNA que poderiam ser induzidos pela radiacdo. Em
condi¢des normais, 0s melandcitos passam por divisdo celular menos de duas vezes ao ano,
porém sua taxa de proliferacdo e producdo de pigmento podem ser aumentadas quando ha
estimulo. Os queratindcitos produzem o horménio estimulador alfa-melandcito (a-MSH), o
qual se liga aos receptores dos melandcitos (MC1R) induzindo a sinalizacdo para a sintese de

melanina (melanogénese) (PAVRI et al., 2016).

Os queratindcitos maduros passam pelo processo de queratinizacdo, perdem seu
nacleo e morrem. Com esse processo, ha a formacdo de uma barreira formada por melanina e
células mortas na camada mais externa da pele com a finalidade de proteger as células vivas
das camadas abaixo (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). Na presenca de gqueratindcito com
o0 DNA previamente danificado pela exposicdo a radiacdo UV, ocorre ativacdo da sua morte
celular programada e liberagdo do horménio estimulador da melanogénese. Essa via pode
acabar por estimular de forma descontrolada a producdo de melanina, aumentando a taxa de
proliferacdo dos melandcitos e, consequentemente, favorecendo o desenvolvimento do cancer
proveniente destas células (PAVRI et al., 2016). Ademais, variantes menos funcionais do

receptor MC1R deixam o melandcito mais suscetivel aos agentes mutagénicos e mais propensos


https://paperpile.com/c/ZmnZiO/iWQt
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a acumular mutagdes em regibes sensiveis do seu genoma, podendo entdo evoluir para uma

célula cancerigena (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).

Além de colonizarem a pele e os foliculos pilosos, os melandcitos também podem ser
encontrados, em menor quantidade, em outros sitios anatbmicos como no trato uveal dos olhos,
nas meninges, na mucosa da cavidade oral, nasal e trato anogenital (SHAIN; BASTIAN, 2016;

MARGOLIS; MARKOVITS; MARKEL, 2019).

1.2 Epidemiologia do melanoma

Segundo a American Cancer Society (ACS), o cancer de pele € a doenca maligna mais
diagnosticada todos 0s anos nos Estados Unidos da América. O subtipo melanoma representa
apenas 1% das neoplasias de pele, porém é o mais agressivo e apresenta alto indice de
mortalidade. H& uma estimativa de 106.110 novos casos de melanoma e 7.180 mortes para o
ano de 2021 nos Estados Unidos. Idosos acima dos 65 anos, especialmente do sexo masculino,
apresentam risco aumentado de desenvolver o melanoma. Porém, essa patologia vem
acometendo cada vez mais a populacdo jovem, tendo se tornado o principal céancer
diagnosticado em jovens adultos (entre 25-29 anos) e o segundo mais comum nas idades entre

15 e 29 anos, de acordo com dados obtidos da ACS em 2021 (SHANNAN et al., 2016).

No Brasil, esse cancer representa cerca de 3% das neoplasias malignas de pele. Dados
mais recentes do Instituto Nacional de Cancer estimaram 8.450 novos casos por ano no Brasil,
sendo 4.250 deles em mulheres. O nimero mais recente de mortes levantado -no ano de 2015-
pelo Sistema de Informagéo de Mortalidade no Brasil por melanoma foi de 1.794, com a sua
maioria (1.012) do sexo masculino (INCA, 2020). A incidéncia do melanoma tem crescido de
forma alarmante, aumentado cerca de 3% a cada ano, a ponto de se tornar um importante

problema socioeconémico em todo 0 mundo (SCHADENDOREF et al., 2015; LI; CAI, 2019).

1.3 Fisiopatologia do melanoma
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O melanoma consiste em uma doenca de origem multifatorial, decorrente da interagéo
entre exposicdo a fatores ambientais e susceptibilidade genética. Os raios UV possuem efeito
genotdxico, portanto a exposi¢do ao sol é o principal fator ambiental que predispde risco ao
melanoma. Quanto a susceptibilidade genética, podemos associar um aumento no risco para o
desenvolvimento da doenca com a presenca de fatores como: mutacbes genéticas, histérico

familiar de cancer de pele e presenca de nevos melanociticos (RASTRELLI et al., 2014).

Do ponto de vista molecular, diversos genes sofrem mutagcdes somaticas que podem
levar a progressao da doenca. A presenca de uma Unica mutagdo em um gene oncogénico nos
nevos melanociticos normalmente ndo é suficiente para desencadear o processo de malignidade,
em geral ocorre um acumulo de mutacGes secundarias para que essas lesdes iniciais se tornem
malignas. Essas mutacfes secundarias atuam em processos como proliferacdo celular,
crescimento, apoptose ou controle de ciclo celular. O padrdo de acimulo dessas mutacées e 0
seu desenvolvimento so as caracteristicas que determinam os mais diversos subtipos da doenca

(SHAIN; BASTIAN, 2016; 2020).

As mutacOes genéticas mais prevalentes no desenvolvimento da doenca envolvem
perda ou ganho de funcdo em oncogenes como BRAF, NRAS, NF1, CDKN2A, TERT, TP53
(SHAIN; BASTIAN, 2016; BASTIAN, 2014; DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). A
mutacdo BRAF (V600K) é a mais comumente encontrada como iniciadora do processo de
senescéncia dos melandcitos levando a formacdo de lesbes precursoras como um nevo
melanocitico benigno, que pode evoluir para um melanoma in sito e até mesmo um melanoma
invasivo (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; SHAIN; BASTIAN, 2020). Os nevos
melanociticos sdo resultado do acumulo benigno de melandcitos, ou de células névicas, que
culminam no que conhecemos popularmente por pintas ou manchas. Apesar da proliferacéo dos
melandcitos apresentar desenvolvimento benigno, o aumento na sua contagem esta diretamente

ligado ao aumento do risco para melanoma (RASTRELLI et al.; 2014).
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Cerca de 70% dos casos de melanoma envolvem mutacdes que alteram a via de
sinalizacdo MAPK, a qual é diretamente afetada pela carcinogénese induzida por radiacdo
ultravioleta (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; SHAIN; BASTIAN, 2020). Essa via atua no
controle de proliferacéo, crescimento celular e migragdo em resposta a fatores de crescimento
e seu mau funcionamento leva ao crescimento descontrolado das células envolvidas. A via de
sinalizacdo MAPK €, portanto, um importante alvo para intervencdo terapéutica, assim como
BRAF e NRAS, que atuam diretamente na sua regulacéo e estdo mutados em cerca de 50% e
20% dos casos de melanoma, respectivamente (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019,

SHANNAN et al., 2016).

As mutacOes nos genes CDKN2A e TERT séo as mais comumente relacionadas a
hereditariedade da doenca e, portanto, estdo comumente associadas ao historico familiar. Essas
mutacBes costumam estar relacionadas ao desenvolvimento de subtipos histopatolgicos mais
agressivos quando novas mutacOes proliferativas acontecem (SHAIN; BASTIAN, 2020).

Alguns dos principais genes e suas respectivas incidéncias foram descritos na tabela 1.



Tabela 1 - Incidéncia dos principais genes envolvidos no desenvolvimento do melanoma
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Gene Incidéncia
BRAF ~50% melanoma cutaneo
KIT ~25% melanomas por exposicao cronica ao sol, acral, mucoso
NRAS ~50% nevos congénitos
~15% nevos de Spitz, porém ausente em nevos displasicos congénitos e
HRAS
adquiridos
GNAQ ~85% nevo azul, ~50% melanoma uveal
PTEN ~10% dos melanomas
TERT ~30% primario, ~85% melanoma metastatico
NF1 ~15% melanoma cuténeo
ARID2 ~10% melanoma cuténeo
CDKN2A ~25% melanoma cuténeo

FONTE: adaptado de Bradish e Cheng, 2014.

1.4 Caracterizacao e classificacdo do melanoma

O melanoma possui diversos subtipos devido a grande variabilidade biolégica quanto

a célula originaria da lesdo, o padrdo de acumulo das mutacGes, caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas, comportamento metastatico, exposicao aos fatores de risco e caracteristicas

do hospedeiro como etnia, tipo de pele e idade de inicio da leséo (BASTIAN, 2014).

A classificacdo da doenga que € aceita hoje foi desenvolvida ha mais de trés décadas

por um grupo de pesquisadores da Universidade da Pensilvania, baseando-se em critérios

clinicos e histopatolégicos que agruparam os variados tipos em quatro grandes grupos com

atributos comuns: melanoma extensivo superficial (MES), melanoma nodular (MN), melanoma
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lentigo maligno (MLM), melanoma lentiginoso acral (MLA) (CLARK; ELDER; VAN HORN,

1986).

O MES representa o subtipo mais comum, correspondendo a cerca de 70% dos casos
e acomete adultos entre 40 e 60 anos de idade. Normalmente acomete o tronco e costas dos
homens e as pernas em mulheres, estando relacionado a exposi¢do intermitente ao sol.
Clinicamente, o MES apresenta proliferacédo radial na epiderme e, superficialmente, na derme.
Esse subtipo caracteriza-se por apresentar assimetria, irregularidade das bordas, formacéo de
papula palpavel e grande variedade de coloracdo (RASTRELLI et al., 2014; KIBBI; KLUGER;

CHOI, 2016).

O MN representa cerca de 15-20% dos melanomas, sendo mais comum no sexo
masculino, especialmente em individuos com idade proxima de 60 anos. Esse subtipo
normalmente acomete tronco, cabeca e pesco¢o, podendo ser ulcerativo (RASTRELLI et al.,
2014). O MN tende a ter crescimento com rapida infiltracdo vertical e por esse motivo
normalmente é diagnosticado em estagios avancados. Além disso, esse subtipo apresenta-se
geralmente como um nodulo assimétrico com coloracdo uniforme, bordas regulares e diametro

pequeno (KIBBI; KLUGER; CHOI, 2016).

O MLM representa em torno de 9% dos melanomas e esta relacionado as lesbes
causadas em decorréncia da exposicdo cronica ao sol. O efeito cumulativo desse subtipo
acomete individuos de idade avancada e se manifesta, geralmente, no pescoco, couro cabeludo
e orelhas em homens e nas bochechas e narizem mulheres (RASTRELLI etal., 2014). O MLM
é indolente, iniciando-se com a apari¢do de uma macula de contorno irregular com coloracdes

variando de marrom a preto (KIBBI; KLUGER; CHOI, 2016).

O MLA é o subtipo mais incomum, representando cerca de menos de 5% dos casos e,

apesar de acometer todos os tipos de pele, € 0 mais incidente em pele negra e asiatica. Em geral,



23

esse subtipo acomete pacientes idosos, com predominancia no sexo feminino. O MLA
manifesta-se na sola dos pés, palmas das maos e regides subungueais, podendo ser de dificil
diagndstico, pois no inicio pode se assemelhar a um processo benigno como verruga ou um

hematoma (KIBBI; KLUGER; CHOI, 2016; RASTRELLI et al., 2014).

Com a finalidade de estabelecer um progndéstico mais detalhado sobre a doenca, foram
desenvolvidas outras duas métricas complementares a andlise histopatoldgica. O indice de
Breslow determina a espessura do tumor em milimetros e o nivel de Clark caracteriza a
profundidade de infiltracdo do melanoma (PUCKETT et al., 2021). As trés analises foram
utilizadas em conjunto para determinar o estadiamento da doenca e a criagéo de guidelines de
recomendacéo terapéutica (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; SWETTER et al., 2019). O
American Joint Committee on Cancer (AJCC) propds um sistema de categorizacdo baseado na
combinacdo dos seguintes atributos: (i) caracteristicas histoldgicas do tumor primario; (ii)
presenca de linfonodos regionais acometidos pela doenca; (iii) presenca de metéastase em outras
regides. Com essa nova orientacdo, os patologistas podem classificar a doenca quanto ao estagio
e correlacionar com o seu devido prognostico e taxas de sobrevivéncia (DAVIS; SHALIN;
TACKETT, 2019). Esse sistema de estadiamento da doenca € internacionalmente aprovado e
reconhecido e estd em constante aprimoramento a medida que novos estudos vdo avancando
sobre adoenca (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019; 19917835). A classificagdo do melanoma
é muito importante para demonstrar a heterogeneidade fenotipica da doenca, que antes ndo era
conhecida, além de possibilitar a definicdo de diferentes tratamentos e possiveis prognadsticos a

depender de em qual categoria o melanoma se enquadra (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).

1.5 Diagnostico

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos alguns métodos para levantar a suspeita
diagnostica do melanoma. Dentre eles, 0 mais conhecido é a regra do ABCDE, que apresenta

caracteristicas suspeitas da lesdo como: assimetria, bordas irregulares, coloracdo variével,
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diametro maior que 6mm e evolucdo (SINGH; GUPTA, 2019). O Glasgow 7-point checklist
representa outro método que utiliza 7 critérios para avaliar e pontuar a lesdo: (a) mudanca na
sensibilidade, (b) didmetro maior que 1cm, (c) crescimento recente, (d) bordas irregulares, (e)
pigmentacdo irregular, (f) inflamacéo, (g) sangramento. Com essas metodologias, 0 medico é
capaz de identificar potenciais focos de lesdes malignas e prosseguir para estudos mais

apurados sobre a leséo (SINGH; GUPTA, 2019).

A andlise clinica e a dermatoscopia sdo essenciais como triagem diagndstica,
entretanto a bidpsia com estudo histopatolégico é fundamental, sendo considerada como
método ouro para confirmar e analisar o subtipo do cancer com a finalidade de direcionar
corretamente o tratamento (SINGH; GUPTA, 2019; MAR et al., 2017). A deteccdo e tratamento
precoces sdo cruciais para que os pacientes tenham um melhor prognéstico e menor mortalidade

(RASTRELLI et al., 2014; DONNELLY; AUNG; JOUR, 2019).

1.6 Tratamento

Apds o diagnostico e a caracterizacdo do melanoma, a excisdo cirurgica segue como
padrdo ouro para o tratamento dessa neoplasia (PAVRI et al., 2016). Em estagios iniciais,
apenas a cirurgia ja pode ser suficiente para garantir sucesso terapéutico com altas taxas de
sobrevivéncia. Ja em estagios mais invasivos e metastaticos, a doenca tem mais dificil manejo
e as taxas de sobrevivéncia diminuem drasticamente (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).
Para 0s casos mais agressivos, a quimioterapia com dacarbazina era a Unica op¢do até pouco
tempo, porém sua alta toxicidade exigiu que novas drogas fossem desenvolvidas e seu uso fosse
cada vez mais restrito (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). Nessa linha, os tratamentos com
imunomodulacdo e a terapia-alvo molecular vém sendo amplamente estudados e tém
apresentado grandes beneficios com relacdo a abordagem terapéutica anterior para a doenga

(PAVRI et al., 2016).
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O uso dainterleucina 2 (IL-2) como imunoterapia passiva foi uma das primeiras drogas

a ser aprovada pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) como tratamento para o
melanoma metastatico. A IL-2 atua como agente imunomodulador, ativando a resposta imune

do hospedeiro para que ocorra o ataque contra as células malignas (PAVRI et al., 2016).

Como terapia-alvo molecular, alguns medicamentos foram aprovados entre os anos de
2011 e 2013 para uso como o vemurafenib e o dabrafenib, os quais atuam similarmente como
inibidores de BRAF (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). O ipilimumab é um anticorpo
monoclonal que atua como inibidor de CTLA-4, aumentando o reconhecimento e resposta do
sistema imune do hospedeiro as células tumorais (PAVRI et al., 2016). A molécula PD-1
presente nas células T atuam como imunossupressores, estimulando negativamente sua ativacdo
e proliferacdo. A utilizacdo de anti-PD-1 (pembrolizumab ou nivolumab) como tratamento
também tem apresentado resultados satisfatorios para aumentar a resposta do hospedeiro contra
a neoplasia (PAVRI et al.,, 2016). Recentemente, essas terapias tém apresentado bons
resultados, com respostas duradouras e poucos efeitos colaterais quando utilizadas de forma
combinada, contudo, ainda ndo ha um consenso sobre qual seria o melhor protocolo de

combinacéo terapéutica a ser utilizada (PAVRI et al., 2016).

1.7 Microambiente do melanoma

O termo secretoma vem sendo utilizado desde os anos 2000 e ele engloba o conjunto
de todas as macromoléculas bioativas secretadas pela célula no compartimento extracelular,
representando a contribuicao bioldgica do cancer no microambiente tumoral. Este produto vem
sendo amplamente estudado sobretudo no que diz respeito ao secretoma produzido por células
tumorais, pois estas sdo capazes de desenvolver habilidades para modificar o perfil de

moléculas secretdrias no microambiente no qual se encontram (DONADELLI, 2018).
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A capacidade do melanoma tornar-se invasivo e metastatico estid diretamente
relacionada com o microambiente produzido pelas células tumorais (Figura 1) (TUCCI et al.,
2014). Nesse sentido, cabe ressaltar que como os demais tumores sélidos, o melanoma
apresenta grande infiltrado de células imunes além de ser diretamente influenciado pelas
citocinas e fatores de crescimento presentes no meio tumoral (LADANY I, 2015; SHANNAN
etal., 2016). Todos esses fatores contribuem para a dindmica de crescimento e desenvolvimento
do tumor em fendtipos tdo heterogéneos, porém essa dindmica ainda ndo estd totalmente
esclarecida na literatura (SHANNAN et al., 2016). De fato, hé evidéncias na literatura de que
0 melanoma é um céancer altamente imunogénico e que poderia evadir e controlar o sistema
imune (29164593; TUCCI et al., 2014; MARGOLIN, 2014). Entretanto, existem relatos de que
a resposta imune adaptativa pode apresentar uma resposta antitumoral eficiente no estagio
inicial da doenga (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017). Nessa linha, alguns estudos demonstram
que é possivel correlacionar a presenca de infiltrado linfocitario no seu microambiente,
principalmente de células T, com um progndstico favoravel para o paciente e, até mesmo, com

a regressdo espontanea do tumor (LADANY1, 2015; MAIO, 2012).
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Figura 1 - Fun¢do oncogénica do secretoma tumoral. Impacto das macromoléculas encontradas no
microambiente tumoral para o desenvolvimento do cancer.

Adaptado de PALTRIDGE; BELLE; KHEW-GOODALL, 2013.

1.8 Relagio do melanoma com a resposta imune

O melanoma é uma das neoplasias com mais alta taxa de mutagdes descritas, por esse
motivo, ele € capaz de apresentar diversos antigenos tumorais que podem ser reconhecidos pelo
sistema imune, especificamente pelos TCRs dos linfocitos TCD8+. Essa caracteristica que 0
torna um cancer altamente imunogénico (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019). Uma vez que
esses antigenos aberrantes comegam a atrair os linfocitos T para o local do tumor, esses
linfocitos passam a ser chamados de linfécitos infiltrantes do tumor (TILs). Essa relagéo entre
0 tumor e o sistema imune passa por trés diferentes fases: eliminacdo, equilibrio e evasédo

(BURUGU; ASLEH-ABURAYA; NIELSEN, 2017). Na primeira fase, o sistema imune atua
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reconhecendo e matando as células tumorais. No equilibrio, h& crescimento constante das
celulas tumorais, porém esse crescimento € contrabalanceado pela morte celular. Quando o
tumor desenvolve estratégias habeis para evadir e neutralizar o sistema imune, esta
caracterizada a terceira fase (evasdo). A auséncia de TILs em uma bidpsia indica, portanto, pior
progndstico para o paciente, ja que demonstra que o tumor foi capaz de evadir o sistema imune

e crescer livremente (DAVIS; SHALIN; TACKETT, 2019).

Ja hé relatos na literatura de que o desenvolvimento de um nevo displéasico para uma
lesdo maligna depende, além das mutacdes em regiGes promotoras, da interacdo célula-a-célula
com sistema imune que o circunda. Sabe-se que um dos importantes marcadores
histopatoldgicos que indicam a presenca de um nevo ja em estagio displasico € a presenca
cronica de infiltrado de células linfocitarias. Essa interacdo da lesdo inicial com o sistema imune
poderia entdo ser a causa da involucdo desses nevos, de forma a lentamente eliminar a leséo

(SHAIN; BASTIAN, 2020).

Essa atracdo dos nevos as células do sistema imune pode ocorrer devido a eventos
como: o acumulo de muta¢cdes somaticas conhecidas por induzirem sinais de morte celular; ou
até mesmo pela formacdo de neoepitopos decorrentes dessas mutacdes, que fazem com que as
células sejam reconhecidas como “estranhas” e tenham de ser eliminadas (SHAIN; BASTIAN,

2020).

Ha evidéncias interessantes que reforcam a forte relacdo entre a formacéo exagerada
de nevos melanociticos com imunossupressdo. Condi¢des como a gravidez, doencas ou terapias
que induzem o individuo a um estado imunossuprimido levam a um aumento na proliferagcdo
dos melandcitos (SHAIN; BASTIAN, 2020). Por esse motivo é possivel inferir que os linfocitos
infiltrantes do tumor s&o moduladores importantes na progressdéo do melanoma e, portanto,
passaram a ser alvos interessantes a serem estudados para atuar no combate desse cancer

(MAIBACH et al., 2020). Portanto, é fundamental compreender melhor a dindmica complexa
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que existe entre as células tumorais e 0 seu microambiente para que seja possivel avangar com

novas propostas terapéuticas para o melanoma (SHANNAN et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Investigar o efeito do meio condicionado de células mononucleares do sangue periférico

(PBMC) sobre a capacidade de imunoescape da linhagem de melanoma metastatico MeWo.

2.2 Objetivos Especificos:

MEWO

- Submeter a linhagem MeWo ao meio condicionado de PBMC e determinar a expressao de

transcritos que codificam fatores anti-inflamatorios;

- Determinar a expressdo de ectoenzimas CD39 e CD73 na membrana das células MeWo sob

estimulo do meio condicionado de PBMC:;

PMBC

- Determinar se o secretoma gerado pelo melanoma modula a ativacao linfocitéaria;

- Determinar a proliferacdo de linfocitos T cultivados em meio enriquecido com o secretoma

da linhagem MeWo;

- Avaliar se o secretoma gerado pelo melanoma é capaz de induzir apoptose de linfdcitos T;

- Avaliar nas PBMCs expostas ao secretoma do melanoma a expressao de genes associados aos

processos de morte, divisdo celular e resposta imune;

- Caracterizar a producgéo de IL-10 e INF-y no microambiente de PBMC exposto ao secretoma

da MeWo:
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3. METODOLOGIA
3.1 Coleta de amostras

Neste estudo utilizamos amostras de sangue periférico de doadores saudaveis (n=6).
Os critérios de elegibilidade foram: adultos sem comorbidades de fundo imunoldgico pré-
existente, que ndo tivessem utilizado anti-inflamatorio ou corticosteroides nas duas Gltimas
semanas e que ndo estivessem com nenhum sinal de doenca atual. A obtencdo das amostras de
sangue periférico e execucdo dos experimentos foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade

de Ciéncias da Saude.

Cada doador foi submetido a puncdo de 20ml de sangue total, coletados em tubos
estéreis com anticoagulante EDTA. Essas amostras foram utilizadas imediatamente para o
isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), através do uso do

gradiente de densidade Histopaque-1077 (Sigma Aldrich), conforme descrito a seguir.
3.2 Isolamento das PBMCs

Para isolamento das PBMCs por uso do gradiente de densidade com Ficoll-
Histopaque-1077 (Sigma Aldrich), as amostras foram diluidas com tampédo PBS (proporc¢éo
1:2). Em seguida, cada amostra foi adicionada de 3ml de Histopaque, sem que houvesse mistura
entre as partes. Os tubos foram centrifugados por 25 minutos a 360g, permitindo a formacéo de
um anel de PBMCs, que foi coletado por pipetagem. As células obtidas foram lavadas duas
vezes com tampdo PBS, utilizando centrifugacdo de 360g por 10 minutos. Em seguida, as
amostras foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% FBS e submetidas a

contagem celular em da Camara de Neubauer.

3.3 Preparo do meio condicionado de PBMCs
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Para preparo dos meios condicionados, as PBMCs foram cultivadas (1.10° células/ml)
por 72 horas em duas condi¢es diferentes: i) em meio RPMI com 10% FBS (MC); ii) em meio
RPMI com 10% FBS e suplementado com fitohemaglutinina (PHA) na concentracdo de
10ug/ml (iMC). Apos esse periodo, contetdo foi recolhido e centrifugado a 360g por 10
minutos. O sobrenadante resultante desse cultivo foi recolhido e armazenado a -80°C para ser

utilizado como meio condicionado na producdo do secretoma da MeWo.
3.4 Cultivo da Linhagem e preparo do secretoma da MeWo

Como modelo de melanoma, utilizamos a linhagem de melanoma metastatico MeWo
(ATCC HTB-65), derivada de linfonodo humano. Essas células foram cultivadas nos meios

condicionados MC, iMC e em RPMI (proporcao 1:2), conforme detalhado a seguir.

A linhagem de melanoma MeWo foi expandida em garrafas de 75cm2 com 10ml de
RPMI suplementado com 10% de FBS até atingir 70% de confluéncia, durante esse periodo foi
realizada a troca de 5ml de meio a cada 48 horas. A partir desse ponto, todo 0 meio das garrafas
foi retirado e as células foram mantidas por 24 horas em cultivo com RPMI suplementado com
10% FBS, MC ou iMC. Apos esse periodo, os meios foram recolhidos, as células foram lavadas
com tampéao PBS e foram acrescentados 5ml de RPMI sem FBS em todas as garrafas. Apos 15
horas de cultivo, os meios foram recolhidos e aliquotados em eppendorfs para serem utilizados
como o secretoma do melanoma submetido a trés diferentes condicdes: controle (Sec), tratados

com 0 MC (nSec) e tratados com iMC (iSec), conforme Figura 2.

Em todos os ensaios descritos a seguir, as PBMCs foram submetidas ao cultivo em
RPMI enriquecido com 50% v/v de Sec, nSec ou iSec. Como controle, as PBMCs foram
cultivadas com meio RPMI. Em todas as condicdes, as células foram mantidas com

suplementacéo de 10% de FBS e estimuladas com PHA (5ug/ml).
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Figura 2 - Desenho experimental utilizado no estudo. a) Estratégia de preparo dos meios condicionados MC e
iMC; b) Cultivo da linhagem MeWo para a obtencéo do secretoma do melanoma (Sec, nSec, iSec). SFB: soro fetal

bovino; PBMC: células mononucleares do sangue periférico; PHA: fitohemaglutinina.

3.5 Ativacdo linfocitaria

Para avaliar se o secretoma da MeWo modula o padrdo de ativacdo dos linfécitos T,
investigamos a expressdo de CD69 e HLA-II na superficie dessas células, através da técnica de

citometria de fluxo.

As PBMCs (2x10°), estimuladas com 5ug/ml de PHA, foram cultivadas em placas de
96 po¢os com Sec, nSec e iSec por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram recolhidas
e centrifugadas para se obter o pellet celular. As células foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente com anti-CD3-APC e o anticorpo de ativa¢do em estudo (anti-CD69-
FITC ou anti-HLA-DR-FITC, Invitrogen). Apds marcacdo, as células foram lavadas com
tampéo PBS e a leitura foi realizada no equipamento FACSCalibur™. A analise foi feita no

software FlowJo.
3.6 Proliferagéo celular

Avaliamos por citometria de fluxo a capacidade de proliferacdo células de linfocitos T
cultivados com Sec, nSec e iSec. Para isso realizamos marcacdo prévia das células com
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE, Sigma Aldrich), um marcador fluorescente
intracelular que, a cada divisdo celular, passa a apresentar metade da concentracdo do marcador
nas células-filhas. Dessa forma, € possivel avaliar quantas geracGes celulares existem na

amostra analisada (LYONS; PARISH, 1994).

Em suma, 1.10° PBMCs foram marcadas com 5 pM/ml CFSE e incubadas em banho-

maria a 37°C por 7,5 minutos. Posteriormente, a marcagéo foi interrompida com a adicdo de
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10ml de RPMI suplementado com 10% de FBS e as amostras foram mantidas em refrigeragéo
por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes com tampéo PBS utilizando
centrifugacgéo de 360g por 10 minutos. Por fim, as PBMCs foram ressuspendidas em RPMI e

contadas em Camara de Neubauer.

Apbs a marcagdo com CFSE, 2x10° PBMCs foram cultivadas (placas de 96 pogos) em
Sec, nSec e iSec. Ap6s 120 horas de cultivo - em incubadora a 37°C com 5% de CO2-, as
células foram recolhidas, centrifugadas a 2.000rpm por 5 minutos e lavadas com tampéo PBS.
O pellet celular foi marcado com anti-CD3-APC (BD Biosciences), incubado a temperatura
ambiente por 15 minutos, depois foi lavado novamente para remover o excesso de anticorpos
livres. A leitura foi realizada no equipamento FACSCalibur™ e a analise foi feita no software
FlowJo (versédo 10). Todo o processo de marcacdo com CFSE e plagueamento foi realizado ao

abrigo de luz para que ndo houvesse decaimento da fluorescéncia.
3.7 Analise de morte celular

A morte celular foi determinada pelo ensaio de anexina V/iodeto de propidio. O ensaio
utilizado permite diferenciar células saudaveis e células em morte celular. A Anexina é uma
molécula que ndo é capaz de penetrar a membrana celular, porém se liga a fosfatidilserina, um
fosfolipidio intracelular que s6 é exposto apds a inducdo da apoptose. O Pl € um marcador
intercalante de DNA também impermedvel a célula, ou seja, dependente de dano celular prévio
para acessar o nucleo - como em estagios avancados da apoptose ou necrose celular. Por esse
motivo, esse ensaio nos permite diferenciar os grupos com marcagdo duplo negativa (células
saudaveis) e anexina V positiva (células em estagio de apoptose inicial) (PIETKIEWICZ et al.,

2015).

As PBMCs (2x10°), estimuladas com 5ug/ml de PHA, foram cultivadas em placas de

96 pogos com Sec, nSec e iSec por 72 horas. Apds esse periodo, as células foram recolhidas e
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centrifugadas a 2.000rpm por 5 minutos. Para marcacdo, as células foram incubadas com
anexina-V (FITC- Invitrogen) por 15 minutos a temperatura ambiente, lavadas e ressuspendidas
em 300l tampdo de anexina. Em seguida, as células foram marcadas com iodeto de propidio
(ThermoFisher) e imediatamente analisadas por citometria de fluxo. O equipamento utilizado

foi 0 FACSCalibur™ e as analises foram realizadas no software FlowJo.
3.8 Expressao das ectoenzimas CD39 e CD73 na linhagem MeWo

Para avaliacdo da expressdo das ectoenzimas CD39 e CD73, as células MeWo foram
submetidas ou ndo ao MC e iIMC, por 24 horas. Apés esse periodo, as células foram lavadas
com tampéo PBS e incubadas por 15 minutos com anti-CD39-FITC (Invitrogen) e anti-CD73-
APC (BD). Foi feita mais uma lavagem apds a marcacdo com os anticorpos e as células foram
ressuspendidas em 300ul de PBS para aquisicdo. A leitura foi realizada no equipamento

FACSCalibur™ e a analise foi feita no software FlowJo.
3.9 PCR em tempo real

O perfil de expressdo génica relacionado aos processos em estudo foi avaliado pela
metodologia de PCR em tempo real. Para isso, PBMCs (1,25x10°), ativadas com PHA, foram
cultivadas em placas de 24 pogos por 120 horas nos meios Sec, nSec ou iSec. As amostras
foram entéo recolhidas e centrifugadas a 2.000rpm por 5 minutos para a formacgédo de pellet
celular. Do mesmo modo, obtivemos pellet celular de células MeWo, cultivadas com MC e
IMC. As células foram entdo submetidas a extracdo de RNA, por uso de Trizol (Invitrogen),

seguindo as recomendacdes do fabricante.

Apos obtencdo do RNA, foi realizada uma analise quantitativa e qualitativa desse
material por espectrofotometria no equipamento NanoVue Plus (GE Healthcare). Em seguida,
foi realizada a sintese do cDNA, por uso do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(ThermoFisher), no termociclador (BioRad), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento StepOne Plus
(ThermoFisher), por uso da metodologia SYBR green. Os genes analisados nas PBMCs foram
CTLA-4, TIM-3, LAG-3, KI-67, RORyT, IL-10, TGF, IFN, FOXp3, Gata3, CDK-1, Tbet, PD-
1, Casp3, BAX. Na linhagem MeWo avaliamos PDL-1, TGF, IL-10, IDO, IFNy. Os primers
utilizados nesse estudo estdo descritos na Tabela 2. As analises foram realizadas pela
metodologia DDCt, ap6s normaliza¢do com a expressao do gene calibrador GAPDH (PMID:

LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)



Tabela 2. Genes investigados e sequéncia de primers utilizadas nas reacdes de PCR em tempo real.

Gene Primer Sequéncia
GAPDH Foward TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT
Reverse GGTGGTCCAGGGGTCTTAC
FOXp3 Foward GCACATTCCCAGAGTTCCT
Reverse TTGAGTGTCCGCTGCTTC
RORYT Foward CTGCTGAGAAGGACAGGGAG
Reverse AGTTCTGCTGACGGGTGC
PD-1 Foward ATGAAGGCCCCTGGACTAAGA
Reverse TGTCCCTGCAGAGAAACACAC
TBET Foward GGATGCGCCAGGAAGTTTCA
Reverse GACTGGAGCACAATCATCTGGG
GATA-3 Foward AGCACAGAAGGCAGGGAGTGT
Reverse TGATAGAGCCCGCAGGCG
CTLA4 Foward CATCCCTGTCTTCTGCAAAGCAA
Reverse CAGTGGCTTTGCCTGGAGAT
LAG-3 Foward TCACATTGGCAATCATCACAGTG
Reverse CGTTCTTGTCCAGATACTGGAGT
TIM3 Foward CTGCTGCTGCTACTACTTACAAGG
Reverse AGACGGGCACGAGGTTCC
BAX Foward CAGACCGTGACCATCTTTGT
Reverse GCCTCAGCCCATCTTCTTC
CDK1 Foward CTTGGCTTCAAAGCTGGCTC
Reverse GGGTATGGTAGATCCCGGCT
IL-10 Foward GGCACCCAGTCTGAGAACAG
Reverse ACTCTGCTGAAGGCATCTCG
Ki-67 Foward TAACACCATCAGCAGGGAAAG
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
CASP3 Foward CTAGCGGATGGGTGCTATTG
Reverse GATACACAGCCACAGGTATGAG
TGFbl Foward GCTGTATTTAAGGACACCGTGC
Reverse TGACACAGAGATCCGCAGTC
IDO Foward GGGAAGCTTATGACGCCTGT
Reverse CTGGCTTGCAGGAATCAGGA
IFNy Foward ACTGTCGCCAGCAGCTAAAA
Reverse TATTGCAGGCAGGACAACCA
PD-L1 Foward AAACAATTAGACCTGGCTG
Reverse TCTTACCACTCAGGACTTG

FONTE: a autora.
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3.10 Ensaio de imunoabsorc¢do enzimética — ELISA

Os niveis de IFNy e I1L-10 no sobrenadante das PBMC cultivadas em Sec, nSec e iSec
foram determinados pela técnica de ELISA sanduiche de captura (Immunotools), seguindo
recomendacdes do fabricante. A absorbancia de cada poco foi mensurada a 450nm em leitor de

microplacas Multiskan FC (ThermoScientific).

3.11 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism (verséo 7.0).
Incialmente utilizamos o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados. As
variaveis que tiveram distribuicdo normal foram analisadas por ANOVA (com pds teste Tukey),
enquanto as varidveis que ndo se apresentaram normalmente distribuidas foram avaliadas pelo
teste de Friedman (com po6s teste Dunn's). Foram considerados estatisticamente significativos
os resultados que apresentaram diferenca entre os grupos com valor de p<0,05. Os niveis de
significancia foram apresentados como * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; e **** p <

0.0001.
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4. RESULTADOS
4.1 iSec diminuiu a ativagdo de linfocitos T

O secretoma da MeWo foi capaz de modular a expressdao dos marcadores de ativagdo
linfocitaria, conforme demonstrado na Figura 3. Apesar de ndo termos detectado diferencas
estatisticamente significativas, notamos que as PBMCs expostas ao iSec apresentaram reducéo
média de 49,25% quanto a expressao de CD69, com relacdo ao grupo controle. Com relacdo a
analise da expressdo de HLA-II, as PBMCs tratadas com o secretoma iSec mostraram
diminuicdo significativa desse marcador (p=0,01), com relacdo ao grupo controle. Foi possivel
perceber que, de maneira geral, 0 secretoma da MeWo produzido com o estimulo de PBMC em

meio inflamado (iSec) produziu efeitos mais marcados que os demais.
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Figura 3. Ativagao linfocitaria. PBMCs foram cultivados por 24 horas com RPMI (controle), Sec, nSec ou iSec.
Posteriormente, foi determinada a expressdo de CD69 e HLA-DR em células CD3. Os experimentos foram
realizados em triplicata bioldgica. Os dados representam média e desvio padrdo. A analise estatistica aplicada foi
analise de variancia para testes pareados ndo paramétricos — Friedman test. *, p <0.05.



4.2 nSec e iSec controlam a proliferacéo de linfocitos T
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O secretoma da MeWo influenciou diretamente na proliferacdo celular dos linfocitos

T analisados. Como pode ser visto na Figura 4, o cultivo das PBMCs com nSec e iSec controlou

de modo significativo a proliferacdo dos linfécitos T (p= 0,005, para ambos) comparados ao

grupo controle.
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Figura 4. Proliferacéo linfocitaria. PBMCs (n=6) foram cultivados por 120 horas com RPMI (controle), Sec,
nSec ou iSec. Posteriormente, foi determinada a porcentagem de CFSE em células CD3 No gréafico a esquerda, 0s
dados representam média e desvio padrdo. O histograma a direita é representativo de uma amostra analisada. A
cor cinza representa o grupo controle, azul Sec, verde nSec e rosa iSec. Os dados foram analisados pelo teste de

Friedman, com pos teste de Dunn's. * p < 0.05** indica p < 0.01.

4.3 Analise de morte celular

Quanto ao ensaio de morte celular, apesar de ndo encontrarmos diferencas

estatisticamente significativas, evidenciamos claramente que na presenca de Sec, nSec ou iSec

existe aumento na porcentagem de células viaveis, conforme Figura 5.
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Figura 5. Avaliacdo de morte celular. PBMCs foram cultivados por 72 horas com RPMI (controle), Sec, nSec
ou iSec. Posteriormente, as células foram marcadas com anexina V e lodeto de propidio. (a) Porcentagem de
células viaveis; (b). Porcentagem de células em apoptose inicial; (c) Porcentagem de células em apoptose tardia;
(d) Porcentagem de células positivas para iodeto de propidio. Os dados representam média e desvio padrdo e o
ensaio foi conduzido com ftriplicata bioldgica. Os dados foram analisados pelo teste de Friedman, com pés teste
de Dunn’'s.

4.4 iMC induz expressdo de CD39 e CD73 na membrana das células MeWo

As ectoenzimas CD39 e CD73 atuam no metabolismo de ATP e na geracdo de
adenosina. A adenosina é capaz de controlar a resposta imune por induzir a geracdo de cCAMP
em linfocitos T ativados (FUMAGALLI et al., 2016) E interessante, pois detectamos um
aumento significativo na expressdo de CD39+ nas células MeWo cultivadas em iMC quando
comparadas ao grupo controle (p= 0,004) e ao MC (p=0,03). Comparando com 0 grupo
controle, notamos que a molécula CD73+ também foi realcada na membrana da MeWo quando
essas células foram expostas ao iMC (p= 0,002), comparadas ao grupo controle. As células
expostas ao iIMC também mostraram aumento na expressdo de CD73, compradas ao cultivo em

MC (p= 0,003). Os resultados foram demonstrados na Figura 6.
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Figura 6. Expressdo de CD39 e CD73 na linhagem MeWo. Células MeWo foram cultivadas em RPMI
(controle), MC e iMC por 24 horas. Posteriormente, as células foram analisadas quanto & expressdo de CD39 e
CD73. Os dados representam média e desvio padrdo e o ensaio foi conduzido com triplicata experimental. Os
dados foram analisados pelo teste de Friedman, com pos teste de Dunn's. * indica p < 0.05, ** p < 0.01.

4.5 Modulagéo da expressdo génica em PBMC e MeWo

Investigamos o efeito de Sec, nSec e iSec sobre a expressao de transcritos relacionados
a resposta imune em PBMC. Inicialmente, nds investigamos a expressao de TIM-3, LAG-3,
CTLA-4 e PD-1 nessas células. Interessantemente, a expressao de TIM-3 foi estatisticamente
reduzida em PBMCs expostas ao nSec (p=0,04) e iSec (p=0,01), comparada ao grupo controle.
As PBMCs expostas ao iSec também mostram expressdo reduzida de LAG-3 (p=0,01), em
comparagdo com o grupo controle. Ndo detectamos alteragOes estatisticamente significativas
ao analisar a expressédo de CTLA4 e PD-1. Em seguida, avaliamos a expressdao de genes que
codificam os fatores de transcri¢cdo Thet, Gata-3, RORyT e FOXP3. Os niveis transcricionais
de Thet foram encontrados reduzidos nas PBMC cultivadas em iSec (p=0,007), enquanto
GATA-3 apresentou-se com niveis reduzidos tanto nas PBMC cultivadas em nSec (p=0,01),
como em iSec (p=0,01). Nenhuma alteracdo estatisticamente significativa foi encontrada
quanto a expressdo de RORyt. Os niveis transcricionais de FOXP3 estavam diminuidos nas
PBMCs cultivadas em nSec (p=0,04) e iSec (p=0,007). Avaliamos ainda a expressao de IFN-y,

IL-10 e TGF-B em PBMCs cultivadas em Sec, nSec e iSec. Enquanto nenhuma alteracao foi
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detectada quanto a expressao de IL-10 e TGF-B, os niveis transcricionais de IFN-y estavam
reduzidos nas PBMCs expostas ao nSec (p=0,01). Por fim, investigamos a expressédo de
transcritos relacionados a morte celular. Enquanto BAX apresentou expressao reduzida em
PBMC cultivadas com nSec (p=0,01), Casp3 teve expressao reduzida nas PBMC expostas ao

iSec (p=0,01). Os dados foram demonstrados na Figura 7.
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Figura 7- Analise de expressdo génica do PBMC. PBMCs (n=4) foram cultivadas em Sec, nSec e iSec por 120
horas. Apds esse periodo, as células tiveram RNA extraido e foram submetidas a analise de expressdo dos genes:
(@) TIM-3; (b) LAG-3; (c) CTLA-4; (d) PD-1; (e) Tbet; (f) Gata3; (g) RORYT; (h) Foxp3; (i) BAX; (j) Casp3; (K)
KI-67; (I) CDK-1; (m) TGF; (n) IL-10; (0) IFN. Os dados foram analisados pela metodologia DDCt, o gene
constitutivo foi o GAPDH. Cada amostra foi normalizada com o seu préprio controle (grupo com RPMI), o qual
esta representado pela linha pontilhada nos gréaficos. Os dados representam média com determinacdo méaxima e
minima, e foram analisados pelo teste de Friedman, com pés teste de Dunn's. * indica p < 0.05; ** p < 0.01.

A linhagem MeWo submetida ao iMC demonstrou aumento significativo na expressao
do gene PD-L1, comparada as células cultivadas em MC e o grupo controle (p= 0,002, para
ambos). O PD-L1 apresentou-se com expressdao muito elevada quando as células MeWo foram
expostas ao iIMC (p= 0,002). Da mesma forma, essa magnitude de expressdo também foi

identificada na expresséo do IDO, ao se comparar o grupo iMC com o grupo controle (p=
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0,0004). Para os demais genes avaliados (IL-10, TGF- B, IFNy), ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos, conforme demonstrado na Figura 8.

b)

a)
IL-10 TG F
5 - .
4 -
-
® ©
S =Y
c . c
fﬂg ©
= =, -
(8] (&)
o 2 o
° °
“ L ]
1 -
0 T T 0 T T T
Cont iM C Cont. M C iM C
c) d)
PD-L1 ID O
! ]
T 1
80 * L |
140 - f 1
70 9
120 9
60 7
° » 100 7
o 50 ™ =) i
- - 80
© ©
s 40N < so N\
020\ P o s N
° °
° °
w w

Fold Change

=

IN Fg

0 T

Cont.

M C iMm C

Figura 8 - Andlise de expressao génica da linhagem MeWo. A linhagem foi cultivada em RPMI (controle), MC
e IMC. Em seguida, as células tiveram RNA extraido e foram submetidas a analise de expresséo dos genes (a) IL-
10, (b) TGF-B, (c) PD-L1, (d) IDO e (e) INFy. O experimento foi realizado em triplicata experimental. Os dados
foram analisados pela metodologia DDCt, sendo que o gene constitutivo avaliado foi o GAPDH. Cada amostra foi
normalizada com o seu proprio controle (grupo com RPMI). Os dados representam média com determinacao
méaxima e minima, e foram analisados por ANOVA, com pos teste Tukey. * indica p < 0.05, **p<0.0le ***p

< 0.001.
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4.6 ELISA

O ensaio de ELISA demonstrou que apds exposicdo ao iSec, as PBMCs apresentaram
aumento na producéo de IL-10 (p= 0,003). As PBMCs expostas a0 meio Sec apresentaram
expressdo reduzida de IFNy quando comparadas ao grupo controle (p=0,04) (Figura 9). Os

dados estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9 - Producéo de IL-10 e IFNy. PBMCs (n=4) foram cultivadas em RPMI (controle), Sec, nSec e iSec por
120 horas. Apos esse periodo, o sobrenadante foi recolhido e avaliado quanto a producdo de IL-10 e TFNy. Os
dados representam média e desvio padrdo e foram analisados pelo teste de Friedman, com pés teste de Dunn's. *
indica p < 0.05, ** p < 0.01.
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5. DISCUSSAO

A maior parte dos tumores solidos apresentam grande quantidade de linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs), em especial os subtipos TCD8+. Apesar do aumento dessas células
no microambiente tumoral caracterizar um prognostico positivo para o paciente, em muitos
casos 0s tumores se desenvolvem rapidamente a despeito da presenca das células T. Essa
contradicdo demonstra que, em algumas situacdes, os linfocitos falham ao tentar eliminar as
células tumorais, facilitando o desenvolvimento do cancer (THOMMEN; SCHUMACHER,

2018).

Ainda ndo ha dados suficientes na literatura para entendermos exatamente de que
forma as neoplasias e 0 microambiente produzido por elas influenciam os linfécitos T para que
ora eles atuem de forma efetiva, ora falhem na resposta imunoldgica contra o cancer
(MARINARI et al., 2020). Considerando as discordancias encontradas na literatura
(THOMMEN; SCHUMACHER, 2018; MARINARI et al.,, 2020), a dificuldade de
compreender essa dindmica de comunicacdo celular com os diferentes tipos de cancer e a vasta
importancia de decifrar o efeito que o microambiente do cancer produz sobre a resposta imune,
este estudo teve o objetivo de investigar o efeito do secretoma de PBMC sobre a capacidade de

imunoescape da linhagem celular de melanoma metastatico MeWo.

Em nosso estudo, dois marcadores foram utilizados para estudar a ativacao linfocitaria
por meio da citometria de fluxo: 0 CD69 e 0 HLA-DR. O CD69 é uma proteina transmembrana
expressa nos linfécitos T conhecida por ser um marcador de ativacdo precoce destas células.
Cerca de 30-60 minutos apos o estimulo, a transcricdo do CD69 é iniciada e a proteina é
rapidamente recrutada para a superficie celular. Sua transcricéo atinge seu pico em torno de 24
horas ap6s o inicio e cerca de seis horas apos a retirada do estimulo, sua deteccao ja volta a cair

(GORABI et al., 2020). Além disso, ha estudos que demonstram que essa proteina passa a ser
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permanentemente expressa quando estudada em infiltrados linfocitarios presentes em doencas

inflamatdrias cronicas (SANCHO et al., 1999).

O HLA-DR é uma molécula de superficie celular da subclasse da familia do MHC-II.
Nos linfocitos T essa proteina € expressa somente apds o contato com o antigeno “estranho” e
é utilizada como marcador de ativacao tardia dessas células (REVENFELD et al., 2016). Em
geral, este marcador se eleva com 24 horas e atinge seu pico de transcrigdo em torno de 48-60

horas ap6s o estimulo (BAIJNOK et al., 2017; REA; MCNERLAN; ALEXANDER, 1999).

Em nosso estudo, demonstramos que tanto o0 CD69, quanto o HLA-DR foram inibidos
nas células T quando as PBMCs foram expostas ao iSec. Ainda que ndo tenha havido diferenca
estatisticamente significativa quanto a expressao de CD69, o perfil de diminuicao da expressédo
média desse marcador foi de 49,27% quando as células foram expostas ao iSec. Com relacao
ao HLA-DR, a exposicao das PBMCs ao iSec diminuiu a expressao desse marcador em 50,04%,
mostrando claramente que o contato com o ambiente inflamatdrio potencializa a linhagem

MeWo a promover inibicdo na ativacdo linfocitaria.

Em um estudo clinico pregresso, os marcadores de ativacdo linfocitaria CD69+ e
HLA-DR+ foram avaliados no sangue periférico de pacientes com cancer de mama e ovario
para verificar a sua correlacdo com a sobrevida dos pacientes ap6s imunoterapia ativa
especifica. Neste estudo, os pacientes foram tratados com vacinas contendo antigenos sintéticos
similares aos do tumor para estimular o sistema imune. Foram quantificadas as células CD69+
antes e ap0ds o tratamento. Os pacientes com cancer de mama que tiveram maior sobrevida
apresentaram numeros reduzidos de células CD69+ antes do tratamento e quantidade
aumentada ap0s o tratamento, em relacdo aos pacientes que morreram. Foi possivel
correlacionar um aumento acima de 50% na quantidade de células CD69+ com o aumento da
sobrevida para as duas neoplasias estudadas. Quanto ao HLA-DR+, 0s autores demonstraram

que os pacientes que tiveram maior reducdo nos linfocitos HLA-DR+ ap06s o tratamento
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apresentaram maior sobrevida. Eles correlacionaram esse achado com uma regulagéo positiva
entre os linfocitos HLA-DR+ e a presenca dos marcadores CD8+CD57+, 0 que sugere
senescéncia das células T (YACYSHYN et al., 1995). E importante ressaltar que esse estudo
foi realizado com as células obtidas do sangue periférico e ndo diretamente retiradas do

microambiente do tumor em estudo.

Em contrapartida, Saraiva e colaboradores realizaram estudos para demonstrar o perfil
de resposta dos linfocitos TCD8+ HLA-DR+ com avaliacdo de moléculas como IFNy e
granzima B para avaliar a eficicia da resposta imune em amostras tumorais. Neste estudo eles
confirmaram que a expressdo de HLA-DR nos TILs estd diretamente correlacionada com a
ativacdo de um perfil de resposta imune antitumoral efetiva com o aumento de IFNy e granzima

B (SARAIVA et al., 2018).

A diminuicdo da presenca de linfocitos T ativados no meio tumoral estd diretamente
relacionada com a diminui¢do da secre¢do de IFNy, que gera uma resposta de feedback negativo
para a proliferacdo linfocitaria (SARAIVA et al., 2018). Portanto, prosseguimos para a analise
de proliferacdo celular em nosso estudo, para verificar se os dados estdo em linha com o que

tem sido apresentado na literatura.

No ensaio de proliferacdo celular com marcacdo com CFSE, foi possivel perceber que
a exposicdo das PBMCs ao iSec afeta diretamente a proliferacdo linfocitaria. As células T em
contato com o microambiente do melanoma apresentaram uma diminuicdo média de 23,72%
na proliferacdo com relagdo ao grupo controle. Foi possivel perceber que as células T que foram

expostas ao nSec e iSec tiveram a proliferacdo celular marcadamente afetada.

O controle da proliferacdo linfocitaria é essencial para manter a homeostase do sistema
imune. Em condi¢bes normais é importante que haja um equilibrio na quantidade de células T

de forma a evitar a linfocitose, que pode desencadear a producdo de linfocitos auto reativos
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culminando em diversas doengas relacionadas com o processo de autoimunidade. Porém,
quando se trata de imunidade tumoral, o aumento da proliferacdo linfocitaria é visto como
benéfico para favorecer um aumento na migracdo e no combate das células neoplasicas no
microambiente tumoral (DATTA; SARVETNICK, 2009). Alguns estudos realizados com
pacientes com melanoma tratados com células T direcionadas aos antigenos especificos da
neoplasia resultaram em uma imunoterapia tumoral satisfatoria. Em contrapartida, ha relatos de
pacientes que desenvolveram doencas autoimunes (como o vitiligo) em tecidos saudaveis em
decorréncia deste mesmo tratamento em altas doses. Esses achados reforgcam a importéncia de
encontrar o estimulo na dose adequada para a proliferacdo linfocitaria a fim de chegar a

homeostase até mesmo no microambiente tumoral (DATTA; SARVETNICK, 2009).

Alguns autores descreveram que a diminuicdo da proliferacdo linfocitaria esta
diretamente relacionada a uma exposicao cronica dos linfocitos T aos seus antigenos, levando
essas células a um estado de exaustdo. Os sinais elevados e sustentados por muito tempo para
os receptores TCR culminam na ativacdo de receptores inibitorios (pontos de controle
imunolégicos) dessas células (THOMMEN; SCHUMACHER, 2018). Essa estratégia tem como
funcdo limitar os dados teciduais causados pela resposta imunolégica exacerbada no local
(BURUGU; ASLEH-ABURAYA,; NIELSEN, 2017). A exaustdo celular foi demonstrada
primeiramente em infeccdes virais (HIV, HCV, HBV) e depois foi comprovada também na
presenca de tumores, porém com 0s receptores inibitérios apresentando relevancia e papeis

diferentes para cada caso (BAITSCH et al., 2011).

Nosso desenho experimental ndo permite o contato direto entre as células T e as células
do melanoma a ponto de levar a essa exaustdo causada pela exposi¢cdo cronica a epitopos
“estranhos”. Porém, pudemos demonstrar que apenas a modulagdo do microambiente causada
pelo secretoma do cancer ja produz efeito similar, prejudicando a proliferacdo linfocitaria e

demonstrando ineficiéncia imunoldgica para o combate ao cancer. Portando, em conjunto, 0s
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dados do nosso estudo reforcam que o secretoma da MeWo, especialmente o iSec, gera um
ambiente menos propicio para a resposta antitumoral, considerando a menor ativacdo e

proliferacdo celular dos linfocitos T expostos a esse secretoma.

Ap0s identificarmos que o iSec é capaz de controlar a ativacdo e a proliferacdo dos
linfocitos T foi necessario investigar se a diminuicdo da proliferagdo das células T estava
relacionada com a indugdo de morte celular. Identificamos que nenhum dos secretomas
produzidos foi capaz de comprometer a viabilidade das células T. Porém, nossos achados
demonstram que 0s pocos tratados com o iSec apresentaram aumento (em média, 35,81%) de
linfocitos T viaveis e diminuicdo de ume média de 51,44% na apoptose inicial com relagcdo ao
grupo controle. Em nossos resultados, ndo foi possivel observar significancia estatistica ao
avaliar a relacdo do secretoma da MeWo com a indugéo da apoptose nos TILs. Possivelmente
isso se deve ao nimero amostral baixo para o ensaio realizado, contudo pudemos demonstrar
que ndo h& aumento na inducdo da apoptose nos PBMCs. Esse fato pode ser explicado pelo
fendmeno de morte celular induzida por ativacdo (AICD), uma vez que a estimulagdo do
complexo TCR/CD3 resulta em apoptose dos linfocitos T. Esse mecanismo tem como
finalidade a manutengdo da homeostase e da tolerancia imunoldgica por meio de a uma delecédo
clonal periférica. Portanto, quanto maior a ativacdo, maior o estimulo de morte por AICD

(GREEN et al., 2003).

Em contrapartida, ha outros achados na literatura que indicam que o microambiente
tumoral leva os linfocitos TCD8+ a morte celular programada (HORTON; GAJEWSKI, et al.,
2018). Em um estudo prévio, os autores utilizaram um modelo de melanoma com caracteristicas
de resisténcia tumoral a imunoterapia para avaliar a contribui¢do da apoptose dos TILs nesse
mecanismo. Eles conseguiram demonstrar que ao bloquear a via de apoptose das células T
(Fas/Fas-ligante), ha um aumento na eficacia da imunoterapia antitumoral, em concordancia

com demais autores (ZHU et al., 2017). Outro estudo similar foi realizado utilizando o blogueio



55

da via de apoptose Bcl-xL -em modelos tumorais murinos- e demonstrou resultados favoraveis
para a resposta ati-tumoral. Portanto, eles concluiram que focar na apoptose mediada pelo tumor

é um fator critico para o desenvolvimento de imunoterapias eficazes (HORTON et al., 2018).

Uma das formas de escape imunoldgico desenvolvido por tumores estd na expresséo
dos ectonucleotideos CD39 e CD73. Esses marcadores estdo presentes em diversas neoplasias
e sdo capazes de converter o sinalizador purinérgico trifosfato de adenosina (ATP) em
adenosina. Essa modulacgéo de sinalizacdo faz com que haja inibi¢do da inflamacéo levando a
um ambiente imunossupressor, com baixa capacidade antitumoral (ALLARD et al., 2017).
Utilizamos a citometria de fluxo para analisar os dois marcadores expressos pelas células do
melanoma expostas ao MC e IMC e, interessantemente, conseguimos demonstrar que, na
presenca do meio condicionado do linfocito, as células do melanoma aumentam
consideravelmente a expressdo das ectoenzimas CD39 e CD73. Esse aumento é ainda mais
evidente quando analisamos a célula tratada com o iMC. Os dados encontrados em nosso estudo
corroboram com 0s ja descritos na literatura quanto a capacidade desenvolvida pelos tumores
de modular diretamente a via purinérgica. Por esse motivo, esses marcadores vém sendo

estudados como alvos terapéuticos para a imunoterapia (ALLARD et al., 2017).

Um estudo pré-clinico realizado por Perrot e colaboradores foi desenvolvido para
investigar se o impacto do bloqueio das ectoenzimas CD39 e CD73 é capaz de regular a
imunossupressao mediada por adenosina e reforcar a imunidade antitumoral. Para bloquear a
via da adenosina, foram desenvolvidos dois anticorpos capazes de se ligar a membrana das
formas soltveis de CD73 e CD39 e bloquear a hidrélise do ATP. Para avaliar o potencial
antitumoral da combinacgdo de terapias convencionais com os anticorpos desenvolvidos foram
utilizados modelos animais de camundongos com tumores soOlidos de melanoma e
fibrosarcoma. Camundongos knockout para os genes das ectoenzimas CD39 e CD73 foram

tratados com terapia convencional e comparados aos camundongos selvagens submetidos aos
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mesmos tratamentos. Os modelos knockout apresentaram reducdo considerével dos tumores
associada ao aumento da atividade de células dendriticas e macréfagos, resultando no estimulo
da atividade antitumoral de células T. A combinacdo entre os tratamentos convencionais e 0s
anticorpos bloqueadores da via purinérgica apresentaram resultados similares aos dos
camundongos knockout, confirmando a capacidade terapéutica antitumoral dessas substéancias,
seja por delecdo genética ou por imunoterapia de bloqueio, em modelo pré-clinico de
camundongos (PERROT et al., 2019). Esses achados justificam o desenvolvimento de
estratégias inovadoras de terapia contra o cancer envolvendo o bloqueio da via CD39/CD73

(PERROT et al., 2019, ALLARD et al., 2017).

Segundo Yang e colaboradores, outra forma de escape imunologico do melanoma
decorre diretamente da sua capacidade de tornar o seu microambiente imunossupressor com o
aumento da producdo de citocinas como TGF-B, VEGF e IL-10. Esse padrdo de sinalizagédo
promove o recrutamento de células como células mieloides supressoras (MDSCs) e linfocitos
T regulatérios (Tregs), exercendo um papel crucial para o desenvolvimento, crescimento e

progresséo do cancer (YANG et al., 2018).

Neste estudo, nos também estudamos o perfil de citocinas expressas pelas PBMCs
quando estas sdo expostas ao secretoma da MeWo com foco em IL-10 e IFNy, citocinas anti e
pré- inflamatorias, respectivamente (SALMAN et al., 2012). A escolha dessas duas citocinas
se deve ao papel antagdnico que as duas exercem. A IL-10 induz os linfocitos T a um estado
anérgico, suprimindo sua proliferacdo. Ja o IFNy atua diretamente na ativacdo de linfécitos T
citotoxicos (NOWAK et al., 2010). Em nossa analise, pudemos identificar que, na presenca do
secretoma da MeWo, em especial o iSec, os linfocitos passam a produzir mais IL-10 e menos
IFNy, tornando o microambiente potencialmente anti-inflamatério. Esses dados corroboram

com os ensaios funcionais anteriormente descritos com a demonstragéo de que um melanoma
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metastatico é capaz de produzir um ambiente cada vez mais favoravel para o seu proprio

desenvolvimento.

De forma semelhante, os autores Salman et al fizeram um estudo do perfil de citocinas
produzidas pelas PBMCs quando cultivadas juntamente com células da linhagem do cancer de
prostata (PC-3), em diferentes quantidades. Ao analisar o ambiente resultante do co-cultivo
entre as células, eles demonstraram que a medida que eles aumentavam a quantidade de células
de cancer o microambiente estudado possuia cada vez mais IL-10. Este dado corrobora com 0s
nossos achados com a linhagem de melanoma. Em contrapartida, eles ndo conseguiram

demonstrar nenhuma diferenca na producédo de IFNy (SALMAN et al., 2012).

Outro estudo conduzido por Nowak e colaboradores foi realizado no sentido de o perfil
de citocinas secretadas pelas PBMCs na presenca de células autélogas de cancer de ovario e
células de tumor benigno de ovario com as pacientes portadoras dessas doencas. Neste estudo
eles realizaram um co-cultivo de PBMCs de pacientes saudaveis ou nao (com ou sem ativacdo
com PHA) com as células de ovario (células saudaveis, células de cancer autologo e células de
tumor benigno). Os autores conseguiram demonstrar que as PBMCs (com ou sem PHA) de
pacientes com estagio avancado de cancer de ovario produziram quantidade significativamente
diminuidas de IFNy quando comparadas com as PBMCs de pacientes que possuiam tumor
benigno de ovario. Seus resultados também demonstraram que somente as células de cancer
sdo capazes de aumentar a producdo de IL-10 nas PBMCs estimuladas com PHA (NOWAK et

al., 2010).

O aumento do TGF-B pela ativacdo da via de sinalizagdo Nodal/ativina no
microambiente tumoral j& foi relacionado com a permanéncia e manutenc¢éo das celulas-tronco
tumorais do cancer pancreatico. Da mesma forma, o bloqueio farmacoldgico das suas vias de
ativacdo foi relacionado com a diminuigdo da sobrevida e tumorigenicidade dessas células in

vitro (LONARDO et al., 2011).
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O aumento da expressdo de marcadores de exaustdo nos linfocitos T, como 0s pontos
de controle imunoldgico (PD-1, TIM-3, LAG-3, CTLA-4), estdo diretamente relacionados a

progresséo do cancer (FRIDMAN et al., 2017).

Os achados no estudo (BAITSCH et al., 2011) corroboram com a ideia de que os TILs
acabam tornando-se células funcionalmente comprometidas, o que prejudica diretamente a
eficacia da imunoterapia, especialmente para o melanoma (BAITSCH et al., 2011). Além disso,
ja foi estabelecido que o aumento do biomarcador sérico lactato desidrogenase € um mau
preditor para a resposta do paciente as terapias de bloqueio imunol6gico como o CTLA-4 e 0
PD-1. Este achado pode ser um reflexo da producéo do lactato como agente imunossupressor

resultante do metabolismo das células do cancer (FRIDMAN et al., 2017).

Com relacdo aos nossos resultados de expressdo génica, ndo foi possivel observar
aumento dos marcadores CTLA-4 e PD-1, apesar de termos visto uma reducdo dos genes TIM-
3 e LAG-3. Esse dado vai de encontro com a literatura anteriormente citada. Porém, nos faz
guestionar se 0 microambiente agressivo produzido na presenca do melanoma nao explicaria,
em parte, as limitaces descritas com relacdo a utilizacdo de terapias alvo-molecular para tratar

a doenca (FRIDMAN et al., 2017)

Page e seus colaboradores desenvolveram um estudo com pacientes em estagio inicial
de cancer de mama, tratando-os com crioablacédo e ipilimumab (blogueador do CTLA-4) em
comparacdo com os dois tratamentos aplicados em separado. Eles utilizaram a dosagem por
Meso Scale Discovery (MSD) de IFNy e a contagem de Ki67 (por citometria de fluxo) nos
linfocitos T como marcadores de ativacao celular. Os pacientes que receberam o tratamento
conjunto apresentaram elevacao consideravel do IFNy no microambiente tumoral e do Ki67 nos
TILs. Além desses achados, o estudo demonstrou que houve uma predominancia de influxo de
novos clones de TILs com um aumento na ativagdo do sistema imune na utilizagdo dos

tratamentos em conjunto (PAGE et al, 2015). Esses dados corroboram com a hip6tese de que a



59
exaustdo linfocitéria estd diretamente ligada a diminuicdo de proliferacdo bem como com a
reducdo na produc¢do de IFNy no secretoma tumoral (BURUGU; ASLEH-ABURAYA,

NIELSEN, 2017).

Além desses pontos de controle estudados, também pudemos observar uma redugédo
significativa dos genes BAX e Casp3. Estes genes estdo diretamente envolvidos na ativacdo da
via de morte programada por autofagia dos linfocitos T, o que corrobora com os achados em
nosso ensaio de morte celular (GU et al., 2021). A reducdo nos niveis transcricionais dos genes
Thet, que participa no controle da diferenciacdo na resposta Thl, e IFNy, confirmam a
modulacdo do microambiente tumoral para um perfil menos imunogénico (C. WANG et al.,
2015). Os transcritos GATAS3 e FOXp3, reguladores da resposta Th2 e fundamentais para a
homeostase do sistema imune, bem como controle da autoimunidade, também estavam
reduzidos, demonstrando a desregulacdo imunoldgica causada pelo secretoma do melanoma

sobre as células imunes (Y. WANG et al, 2011).

O CDK1 ¢é uma das principais proteinas relacionadas a regulacdo do ciclo celular,
sendo amplamente utilizada como marcador de proliferacdo linfocitaria (WOLOWIEC et al.,
1995). Em nossa analise, ao expor o PBMC ao iSec, houve um aumento significativo na
transcricdo dessa molécula. Esse dado entra em contradicdo com o que foi demonstrado no
ensaio de proliferacdo celular. Porém, o aumento da transcricdo do gene CDK1para mRNA néo
necessariamente reflete na traducdo da proteina reguladora, além de existirem outros tantos
genes que regulam o ciclo celular e que ndo foram abordados nesse estudo (BICKNELL,;
RICCI, 2017; JIANG et al., 2018). Portanto, o ensaio funcional de proliferagéo reflete de forma

mais fidedigna o que acontece ap0és a interacdo do PBMC com o iSec.

O PD-L1 é um ligante que atua como fator imunossupressor das células neoplasicas.
Ao interagir com o seu ligante PD-1, inibe o funcionamento das células T. O aumento da sua

expressdo estd diretamente ligado ao aumento da proliferacdo do céncer, portanto a via de
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sinalizacdo PD-1/PD-L1 é um importante alvo na terapia imunoldgica de varios tipos de cancer

(Q.M. WANG et al., 2019).

Em contrapartida, tumores com baixa expressdo deste ligante (PD-L1) precisariam de
imunoterapias combinadas com a¢do em multiplos alvos para que o sistema imune fosse ativado
a ponto de conseguir combater o tumor. Nesses casos, 0 paciente pode se beneficiar ainda mais
com a combinagdo da imunoterapia com terapias tradicionais como a quimioterapia e

radioterapia (BURUGU; ASLEH-ABURAYA,; NIELSEN, 2017).

Em nosso estudo realizado na célula tumoral MeWo foi possivel demonstrar que
guanto mais ela é exposta a um ambiente inflamado, maior é a sua expressao do ligante PD-L1.
Este achado favorece o tratamento ja bem estabelecido com os imunomoduladores

pembrolizumab ou nivolumab (anti-PD-1) (PAVRI et al., 2016).

Além do aumento do PD-L1, outro marcador tumoral que teve sua producgdo
diretamente influenciada pela presenca do meio condicionado inflamado dos linfdcitos foi a
enzima IDO. Essa molécula induz a supressdo dos linfocitos T efetores, controlando a
inflamacéo e induzindo a tolerancia especifica ao antigeno (ZHAI et al., 2017; LANCA, 2020).
Diversos estudos demonstram que 0 aumento da sua expressao esta diretamente correlacionado
com a diminuicdo da sobrevida em pacientes com glioma (ZHAI et al., 2017), cancer cervical
(INABA et al., 2010), carcinoma oral de células escamosas (LAIMER et al., 2011), linfomas
de células T do adulto (MASAKI et al., 2015), cancer colorretal (FERDINANDE et al., 2012)

e inclusive o0 melanoma metastatico (SPEECKAERT et al., 2012).

E importante destacar que o infiltrado de células imunes se comporta de forma
diferente a depender do cancer em estudo. Marinari e colaboradores estudaram o perfil da
resposta imune no microambiente do glioma, tumor originario das células gliais no sistema

nervoso central. Eles utilizaram sequenciamento de RNA e citometria de fluxo para analisar o
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comportamento das células imunes presente no infiltrado do glioma de alto grau e de que forma
elas influenciavam no prognostico da doenca. De forma a contrastar com os achados tipicos da
literatura (FRIDMAN et al., 2017; ZHANG et al., 2003), eles demonstraram que existe uma
forte associacdo entre o aumento da inflamacgdo (com ativacéo e infiltragdo imunoldgica) e a

menor sobrevida global dos pacientes (MARINARI et al., 2020).

Ao reconhecer a importancia do escape imunoldgico para o desenvolvimento da
neoplasia, é possivel inferir que o desenvolvimento de técnicas para a reativacdo do sistema

imune exerce papel central na terapia imunoldgica contra o cancer (Q.M. WANG et al., 2019).

Desvendar e descrever a atuacdo do secretoma das neoplasias mais agressivas tem sido
de grande relevancia, visto que hoje ja é descrito que um cancer metastatico é capaz de
“preparar” outros 6rgaos alvo antes mesmo de invadi-los. A secrecdo de fatores soluveis e
vesiculas extracelulares é capaz de ativar a comunicacdo celular com tecidos distantes,
modulando as células imunes e primarias do novo sitio, tornando-o um ambiente favoravel para

o0 desenvolvimento metastatico do cancer (CARVALHO; PAREDES; RIBEIRO, 2020).

De modo geral, nossos achados mostram que, embora 0 melanoma tenha uma
capacidade constitutiva de controlar a funcéo das células T e escapar da vigilancia imunoldgica,
a exposicdo das células tumorais ao microambiente inflamatorio desempenha um papel
importante para permitir que essas células exercam uma funcéo imunossupressora mais potente.
Considerando que nosso estudo teve foco em investigar comunicacdo paracrina, seria
importante o desenvolvimento de novas investigacdes de modo a fornecer um melhor
entendimento dos mecanismos de imunoescape do melanoma, com uma abordagem que
permita contato celular. Tais avancos sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas focadas na imunoterapia do melanoma.
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6. CONCLUSAO
Em nosso estudo foi possivel concluir que:
-0 iSec diminui a proliferacéo linfocitaria;
-0 iSec diminui a ativacdo linfocitaria;
-O microambiente do melanoma ndo induz as células T a apoptose;

-O nSec e iSec sdo capazes de modular a expressdo génica de Thet, IFNy, TIM-3,

LAG-3, FOXp3, BAX, CDK-1, Casp3 e Gata3,;

-O microambiente resultante da interacdo entre PBMCs e o0 secretoma do melanoma

apresenta aumento de IL-10 e diminuigdo de IFNy;

-O melanoma submetido ao MC e iMC sofre modulagéo na expressédo de CD39 e

CD73;

-O melanoma submetido ao MC e iMC aumenta consideravelmente a expressao de

PD-1e IDO.
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