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RESUMO

Castro SB. Influéncia do meio condicionado por células de carcinoma epidermoide de
lingua sobre linfoblastos e células mononucleares do sangue periférico [dissertacao].
Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Verséao
Corrigida.

O carcinoma epidermoide é a neoplasia maligna mais comum em boca e esta entre
as principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, devido a seu
comportamento agressivo, evoluindo a metéstase loco regional e a distancia. O
microambiente tumoral contém numerosos tipos celulares e muita atencédo tem sido
dada na literatura cientifica sobre a participacdo das células inflamatorias no
desenvolvimento e progressao do cancer, pois as células neoplasicas sao capazes de
subverter a resposta imune. Os linfécitos T sdo o componente central na imunidade
antitumoral, através da producéo de citocinas por células e morte celular. Pouco se
sabe sobre como substratos derivados de células neoplasicas influenciam as células
no microambiente tumoral. Assim, o presente estudo propés analisar a influéncia do
meio condicionado derivado de células de carcinoma epidermoide de lingua (SCC4 e
MC SCC9) sobre linfoblastos (CEM) e células mononucleares do sangue periférico
(PBMC-A e PBMC-B) para compreender melhor seu papel na imunidade anti-tumoral,
imunoedicdo e evasdo imune. ApoOs estimulagdo com meio condicionado, 0s
linfoblastos e as PBMCs foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular, de
citometria de fluxo e RT-gPCR para analisar a expressao de genes de apoptose e
citocinas. O meio condicionado também foi coletado e avaliado por ELISA para
verificar as citocinas secretadas pelas SCCs, bem como pela CEM e PBMC. Ambos
meios condicionados foram capazes de reduzir a viabilidade da CEM e das PBMCs.
A expressao de BCL2 e BAK néo foi afetada na CEM, enquanto que MC SCC4
aumentou a expressao de BAK na PBMC-B. Os MCs das SCCs apresentaram
expressao reduzida de IL-1p3, IL-10 e INF-y. A IL-6 e IL-8 s&0 expressas em niveis um
pouco maiores pela SCC4 e superexpressas pela SCC9. A linhagem CEM néo
apresentou expressao de RNAm de IL-6, enquanto que a PBMC-B apresentou
reducado da expressao de IL-6 quando cultivada com ambos meios, sendo significativa
com o0 meio MC SCC9. A expressdo de RNAm de IL-8 reduziu na CEM e aumentou

na PBMC-B com ambos os meios. A diferenciacdo para células CD4* aumentou com



ambos 0s MCs nas duas linhagens, reduzindo células CD34*. O MC SCC4 néao alterou
o numero de linfocitos T CD4*/FOXP3* da CEM e PBMC-B. O MC SCC9 induziu
aumento da populacédo CD4*/CD8* na PBMC-B e amos os MCs induziram aumento
da populacdo CD8*/FOXP3* da PBMC-B. Os resultados sugerem que os produtos
derivados de carcinoma epidermoide de lingua podem variar nas linhagens celulares,
reduzindo a viabilidade, alterando a expressao de citocinas e aumentando as células
CD4" nas duas linhagens e aumentando o perfil CD8*/FOXP3* e CD4*/CD8* nas
PBMCs.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide. Células mononucleares do sangue

periférico. Linfoblastos. Citocinas. Meio condicionado. Diferenciacéo celular.



ABSTRACT

Castro SB. Influence of conditioned medium from squamous cell carcinoma of the
tongue on lymphoblasts and peripheral blood mononuclear cells [Dissertation]. Séo
Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Verséao
Corrigida.

Squamous cell carcinoma is the most common malignant neoplasm of the oral cavity,
featuring as one of the main causes of morbidity and mortality due to its aggressive
behavior, locoregional and distant metastases. Attention has been given to the tumor
microenvironment and the role of the inflammatory cells may develop in the
progression of cancer, because neoplastic cells are capable of subverting the immune
response. T cells play is a central actor in the antitumor immunity because of their
cytokine production by living and dying cells. Little is known about how the products
derived from neoplastic cells interact with the cells in the tumor microenvironment.
Therefore, the present study aimed to analyze the influence of a conditioned medium
(CM) derived from tongue squamous carcinoma cells (SCC4 and SCC9) on
lymphoblasts (CEM) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC-A e PBMC-B), in
order to better understand its role in the antitumor immunity, immunoediting and
immune evasion. Lymphoblast and PBMCs were stimulated by the conditioned
medium and then submitted to a cell viability assay, flow cytometry and RT-gPCR in
order to analyze the expression of apoptotic and cytokine-related genes. To verify
which cytokines were secreted by SCCs as well as by CEM and PBMCs, the
conditioned medium was also collected and evaluated by ELISA. Both types of
conditioned medium reduced CEM and PBMC viability. For CEM, BCL2 and BAK
expression remained unaffected, wherea s for PBMC-B there was an increase in the
expression of BAK using the CM-SCC4. CMs showed reduced expression of IL-13, IL-
10 and INF-y. IL-6 and IL-8 are expressed a bit higher levels by SCC4 and high
expressed by SCC9.CEM showed no IL-6 mMRNA expression. PBMC-B reduced the
expression of IL-6 when cultivated with both types of CM, with a significant reduction
with the CM- SCC9. For both types of medium, IL-8 mMRNA was reduced in CEM and
increased in PBMC-B. The differentiation towards CD4* cells was increased with both
MCs in the two cell lines. CM-SCC4 did not altered the number of CD4*/FOXP3 cells
of CEM and PBMC-B. CM-SCC9 increased the population of CD4*/CD8* cells of



PBMC-B and both types of CM increased the population of CD8*/FOXP3* of PBMC-
B. Collectively, our results suggest that the products derived from tongue squamous
cell carcinoma may vary between the cell lines and reduce the viability, change
cytokine expression and increase CD4* cells and also increase the population of
CD8*/FOXP3* and CD4*/CD8"in PBMCs.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Peripheral blood mononuclear cells.

Lymphoblasts. Cytokines. Conditioned medium. Cell differentiation.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), o cancer € uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, causando mais
mortes do que as doencas cardiacas e o acidente vascular cerebral(1). Dados da série
Globocan, da “International Agency for Research on Cancer” (IARC), apontaram 14,1
milhdes de casos novos e 8,2 milhdes de mortes por cancer nos 5 continentes, em
2012, indicando um aumento de 20 milhdes de ocorréncias para 2025 (2). Segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa para o Brasil nos anos de 2018/2019
€ de 420 mil novos casos por ano, excetuando os casos de cancer de pele nédo-
melanoma(3). Os canceres de labio e cavidade oral representaram 2,1% (300 mil) dos
casos novos de cancer no mundo, em 2012, sendo que dois tergos ocorreram em
individuos do sexo masculino. No Brasil, estima-se que a incidéncia em 2018/2019

chegue a 11.200 mil em homens e 3.500 em mulheres(3).

O carcinoma epidermoide (CE) é a neoplasia maligna mais comum em boca(4),
compreendendo aproximadamente 90% dos canceres dessa regido(5), sendo mais
comum em lingua e assoalho bucal (6,7). A taxa de incidéncia varia entre os paises
e, pode variar de regido para regidao dentro de um mesmo pais, devido as diferencas
culturais, socioecondmicas, acesso a educacdo em saude e ao atendimento
médico(4). No que se refere aos fatores de risco para o desenvolvimento de CE,
autores demonstraram haver relacao entre diversos aspectos. Pacientes fumantes e
etilistas apresentam um risco maior para seu desenvolvimento(5,7,8), devido ao
potencial carcinogénico destas substancias(9). Mas o uso concomitante aumenta
ainda mais este risco, podendo chegar a 100 vezes mais(4), devido ao efeito sinérgico
desta associa¢do(10). Quanto ao sexo, verifica-se na literatura certa controvérsia,
entretanto, estudos indicam o0 aumento da ocorréncia em mulheres(4,5),
provavelmente, devido a mudanca de comportamento e aumento da exposi¢cdo das
mulheres ao fumo e ao consumo de alcool(11). No quesito idade, ha maior prevaléncia

e pior progndstico para os pacientes com mais de 45 anos(4,5,8).
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Apesar dos avanc¢os nas pesquisas sobre CE, a sobrevida dos pacientes néo
apresentou significativa melhora nos udltimos anos(12). O tratamento para essa
doenca ocasiona alta morbidade para os pacientes, levando a perdas funcionais e
estéticas. Além disso, a falha no tratamento e recidiva locorregional ocorre em

aproximadamente 30% dos casos, levando a 6bito a maioria dos pacientes(13).

Para melhor compreensdo do carcinoma epidermoide, é necessario
compreender a interagdo entre os componentes do microambiente onde ele se
desenvolve, o microambiente tumoral (TME). O TME € composto por células e seus
produtos(12). Dentre os componentes celulares, o0 TME é composto pelas células
neoplasicas em si, fibroblastos associados ao cancer (CAFs), endotelidcitos, bem
como as células do sistema imune, tais como células dendriticas (DCs), neutrdéfilos
associados ao tumor, células mieldides supressoras (MDSC), células assassinas
naturais (NK), macréfagos associados ao tumor (TAMS), linfocitos B e T(14). A
comunicacdo entre esses componentes se da através das citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, enzimas histoliticas e proteinas remodeladoras da matriz

extracelular (MEC), que juntas modulam a carcinogénese(15).

Apesar do sistema imunoldgico representar uma importante funcao fisiologica
no reconhecimento e eliminacdo de células transformadas, esta clara a participacao
desse sistema no desenvolvimento e progressdo tumoral, visto que mecanismos
liderados pelas células neoplasicas sdo capazes de subverter a resposta imune
levando a sua inatividade e evasdo imune(16). Assim, € importante a realizacdo de
pesquisas que visam compreender a atuacao do sistema imunolégico no TME, bem
como as células neoplasicas atuam sobre as células imunes, para que se possa
desenvolver abordagens terapéuticas mais eficazes e melhorar o progndstico e

sobrevida pacientes acometidos com essa doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A carcinogénese oral € um processo multifatorial, que se desenvolve por muitos
anos e, durante este periodo, ocorrem transformacfdes neoplasicas em regides da
cavidade oral, onde um numero limitado de queratindcitos expressam mudancas
citogenéticas e epigenéticas, que alteram a progressao do ciclo celular, mecanismos
de reparacdo do DNA, diferenciacdo celular e apoptose, podendo serem causadas
por mutag6es ao acaso, erros no processo de reparacdo do DNA, ap0s a exposicdo a
uma variedade de fatores biolégicos ou substancias com potencial carcinogénico(17).
Essas alteracdes podem ser sofridas por queratindcitos com caracteristicas de células
tronco e perpetuadas através de um processo de selecdo no microambiente da

mucosa oral (12).

Hanahan e Weinberg, em 2000, propuseram seis caracteristicas principais do
cancer, que constituem um principio organizador, de forma a fornecer um quadro
l6gico para a compreensdo das doencas neoplasicas, sugerindo que as células
normais evoluem progressivamente para um estado neoplésico, através da aquisicdo
de caracteristicas que lhes permitem tornar carcinogénicas. Essas caracteristicas
estdo relacionadas aos mecanismos de homeostase celular, levando a alterac6es
como: potencial de replicacdo ilimitada, autossuficiéncia na sinalizacdo para o
crescimento, falta de sensibilidade a sinais limitadores do crescimento, eficiéncia na
evasdo da apoptose, aumento da angiogénese e capacidade de invasdo e metastase
(18).
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2.1 Microambiente tumoral

Para uma abordagem mais eficaz da doenga, o cancer deve ser considerado
como uma alteracdo que envolve complexas interacdes entre 0os componentes do
microambiente onde se desenvolve, a neoplasia em si e as células adjacentes, em
vez de se considerar o cancer apenas como células autbnomas(19), pois as
caracteristicas malignas do carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP)
decorrem também do microambiente tumoral (TME), onde a proliferacdo e o
comportamento das células neoplasicas afetam o estroma e a vascularizacao local
através da producdo e secrecdo de fatores que favorecem a transicdo epitélio-
mesénquima (EMT); metastase através do sistema vascular e modulacdo da
imunidade local(15,20).

Além das células neopléasicas, o TME de CECP é composto por numerosas
células, como fibroblastos associados ao cancer (CAFs), endoteliocitos, células do
sistema imune, incluindo macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs; B e T), células NK, entre outras, que produzem proteinas
como quimiocinas e citocinas, moléculas que atuam como mediadores da inflamacéao
aguda e crbnica, de forma autdcrina, paracrina ou enddcrina ,com ag¢ao em diversos

mecanismos fisioldgicos e possuem efeitos diretos sobre a carcinogénese(14,21).

Muita atencdo tem sido dada na literatura cientifica sobre a participacdo do
sistema imunoldgico na progressdo e comportamento do cancer, sendo de grande
importancia a compreensao da sua interagcdo com as células neoplasicas no TME,

para que se possa lancar mao de novas estratégias terapéuticas.

2.2 Sistemaimunoloégico

O sistema imune é constituido por um intrincado conjunto de células e
moléculas que proporcionam a defesa do hospedeiro contra uma série de patégenos,

0s quais podem ser substancias quimicas, microbios e toxinas, que causam injarias e
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doencas, ou até mesmo moléculas proprias do individuo que podem levar a doencas
autoimunes. Esse sistema proporciona a prevencéao de lesdes e doencas, bem como

a resolucdo das mesmas quando instaladas(22).

As células do sistema imunologico expressam proteinas de membrana, que séo
utilizadas para distinguir os grupamentos de diferenciacdo (CD, do inglés Cluster of
Differentiation), caracteristicos de uma linhagem celular especifica ou de seus
estagios de diferenciacdo. Essas proteinas sdo empregadas como marcadores
imunoldgicos, possibilitando a identificagdo dos grupos celulares(23).

De maneira geral, existem dois tipos de resposta imune: inata e adaptativa, que
sdo componentes de um sistema integrado de defesa do individuo no qual numerosas

moléculas e células atuam cooperativamente.

2.2.1 Imunidade inata

A imunidade inata ocorre nas horas seguintes a injuria, fornecendo a primeira
linha de defesa contra microrganismos, promovendo e influenciando a intensidade e
natureza da resposta imune adaptativa. E inespecifica, reconhecendo estruturas
comuns a varios agentes infecciosos, os chamados padr6es moleculares associados
a patdgenos (PAMPs, do inglés Pathogen-associated molecular patherns). Nao possui
memoria, isto é, um individuo exposto seguidas vezes a um determinado antigeno, ou
seja, moléculas organicas estranhas a n0sso organismo, apresenta a mesma resposta
imune. E composta pelas barreiras fisicas (superficies epiteliais) e quimicas (agentes
antimicrobianos); proteinas do sistema complemento e mediadores inflamatorios
(quimiocinas e citocinas); e células como os fagdcitos e as células linfoides inatas.

Os fagocitos (macrofagos e neutrofilos) tem como fungdo elementar a
destruicdo e eliminacdo de microrganismos, bem como dar inicio e regular o processo
inflamatorio através da secrecédo de citocinas. As células linfoides inatas (ILCs, do
inglés “Innate Lymphoid Cells”), sendo as células assassinas naturais (NK, do inglés
Natural killer) as mais bem descritas na literatura, sdo fundamentais na vigilancia
imunoldgica. As células NK (CD56") correspondem de 10 a 20% das células

circulantes. Diferenciam as células saudaveis das ndo saudaveis e, através da
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secrecao de Interleucina-12 (IL-12) por macrofagos com microrganismos fagocitados,
secretam Interferon-y (IFN-y) que por sua vez ird ativa-los para eliminacdo. Os
receptores inibitdrios dessas células reconhecem moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major histocompatibility complex) de classe |
(MHC-I), que séo proteinas de superficie constitutivamente expressas em todas as
células nucleadas do organismo, e cuja principal funcéo € a apresentacao de peptidios
derivados de proteinas citoplasmaticas proprias ou nao préprias na superficie
celular(24). As células dendriticas (DCs) sdo células apresentadoras de antigenos
(APCs) que possuem longas projecoes membranosas (dendritos) e estdo presentes
no epitélio e outros tecidos do organismo, onde captam patdgenos e 0s transportam
aos linfonodos para apresenta-los aos linfécitos T (LT) imaturos (naive), provendo
sinais que levam a diferenciacao e proliferacdo. Dessa forma, as DCs possuem papel
fundamental na ativacdo da resposta imune adaptativa, agindo como elo entre esses

dois sistemas(23).

2.2.2 Imunidade adaptativa

A resposta imune adaptativa, conhecida também como imunidade adquirida ou
especifica, é ativada e desenvolvida posteriormente, tendo o inicio tardio. Possui
especificidade, ou seja, tem a habilidade de distinguir uma ampla variedade de
antigenos especificos, tais como proteinas derivadas de virus, bactérias ou células
neoplasicas. Possui memoria, levando a uma potencializacédo de resposta a seguidas
exposicdes, portanto, um individuo infectado pela segunda vez por um antigeno
respondera mais rapidamente e de forma mais eficaz. Existem dois tipos de resposta

adaptativa: imunidade humoral e celular.

A imunidade humoral € o principal mecanismo de eliminacdo de patdégenos
extracelulares. Ao se falar de imunidade humoral, logo pensamos nos anticorpos,
também chamados Imunoglobulinas (lg), que sé@o proteinas presentes no sangue e
nas secregcdes mucosas, com fungédo central nesse tipo de resposta. Eles sdo
produzidos pelos plasmécitos nos orgéos linfoides e na medula 0ssea. A primeira

exposicao a um antigeno inicia a resposta primaria que leva a ativacao dos linfocitos
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B (LB) naives e a sua diferenciacdo em plasmacitos produtores de anticorpos, bem
como células B de memoria que serdo ativadas em caso de uma repetida infeccao
através da resposta secundaria, que leva a uma maior produgédo de anticorpos e de
forma mais rapida. Ao se ligarem aos antigenos, essas proteinas neutralizam sua
acao impedindo sua patogenicidade, ocasionam a opsonizacdo ativando o sistema
complemento e facilitando a fagocitose, por ligacdo a receptores de Fc (fragmento
cristalizavel) presentes nas membranas dos macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas(23,25).

A imunidade celular tem como ator principal o linfécito T, um tipo celular
originado na medula 6ssea e que sofre maturagdo no timo. Na Figura 6.1, temos a
representacdo grafica dos estagios de maturagdo dos linfocitos T, da célula-tronco ao
linfécito T naive, com os marcadores de superficie inerentes a cada estagio.

Quadro 6.1 — Representacéo grafica dos estagios de diferenciagdo dos linfocitos

L . Positiva simples .
Estagio cje Célula- Pr6-T Pré-T Dup[o— (Célula T Célula T
maturacao tronco positiva : madura (naive)

imatura)
c-kit* c-kit* c-kit*
Marcj‘gores CD44* | CD44* | CD44 | CD4*CD8* CD4+*CD8" ou CD4-CD8*
superficie CD25% CD25* CD25% TCR/CD3low TCR/CD3high
P CD34* | CD34* | CD34ov
Local Medula . .
n . Timo Periferia
anatdémico Ossea
Resposta Ativacdo

SPos Nao ha Nao ha Ndo ha | Selecédo + e - - (proliferagédo e
antigénica . L

diferenciacéo)

Fonte: Imagem adaptada de Abbas et al. (2015)

A resposta imune celular ocorre através do reconhecimento e ligacdo dos
receptores de células T (TCR, do inglés T cell receptor) dos LT naives (CD45RA) ao
conjunto MHC/antigeno presentes na superficie de outras células. Como resultado, os
linfécitos lideram mecanismos efetores que podem auxiliar os fagocitos a eliminar os
antigenos, causar a morte celular das células infectadas ou tornarem-se células de
memoria (CD45R0). Os LT séo divididos em subpopulacdes distintas de acordo com
0s co-receptores CD4* (LT auxiliares) e CD8* (LT citotéxicos; CTLs, do inglés cytotoxic

T lymphocytes).
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Os LT CD4*, conhecidos como LT auxiliares (Th, do inglés T helper)
reconhecem o0s antigenos apresentados pelas APCs via MHC de classe Il e séo
subdivididos em perfis Thl, Th2, Th17, T reguladores (Trecs) entre outros, de acordo
com a diferenciacao e expressao de citocinas apés a apresentacao de antigeno, o que
reflete diferentes respostas imunologicas. Os LTh1l secretam grandes quantidades de
IL-2, 0 que resulta na proliferacdo de LT, inclusive dos proprios LT CD4* de modo
autocrino, e promove a proliferacdo e aumento da atividade citotoxica pelo LT CD8".
Além da IL-2, os LTh1l secretam uma gama de citocinas e quimiocinas, que levam a
diferenciacdo e proliferacdo de LB e induzem a inflamacéo recrutando leucécitos
(neutrdfilos, mondcitos e eosinofilos) para o sitio de infeccdo amplificando a resposta
pelo circuito de feedback positivo através da ligacao do co-estimulador CD40/CD40L
que leva a secrecdo de IL-12 pelo macréfago, estimulando as células T e NK a
secretarem IFN-y que por sua vez ativa os macrofagos para a eliminagao do antigeno
através da producdo de enzimas que geram espécies reativas de oxigénio (EROS) e
oxido nitrico (NO)(25). O LTs com perfil Th2 tem papel importante nas defesas imunes
humorais através da producgdo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 induzindo a producéo de
anticorpos. Sao importantes nas doencas alérgicas e defesa contra infeccdes
helminticas(25). Os LTh17 representam um subgrupo de LT efetores importantes na
defesa contra microrganismos extracelulares. Produzem IL-22, IL-26 e IL-17, que s&o
potentes citocinas pré-inflamatérias e sua desregulacdo est4 associada a varias
doencgas autoimunes(26).

Os linfécitos Trec tem importante papel na autotoleréncia e na gestdo das
respostas imunes através da supressdo mediada por contato célula-célula e secrecao
de citocinas imunossupressoras, evitando a inflamacao cronica. Sdo produzidas no
timo, mas também podem ser induzidas a partir de células T naive na periferia(27).
Existem algumas subpopulacdes com propriedade regulatoria, como as Tru,
produtoras de IL-10, que inibe a ativacdo de APCs e suprimem algumas respostas de
células T in vivo, as células TH3, capazes de suprimir através da producao de TGF-
B(28), entre outros tipos de linfocitos, como os Trec de ocorréncia natural descritos
por Sakaguchi et al(29). As Trecs naturais representam de 5 a 10% dos LT CD4* do
sangue periférico, sdo produzidas naturalmente no timo e precisam da IL-2 para seu
desenvolvimento. Expressam constitutivamente o receptor da cadeia a da IL-2
(CD25), sendo, portanto, denominadas CD4*CD25%(30), assim como outros

marcadores que ndo sdo especificos, mas que colaboram para sua identificacao,



31

como o CTLA-4 (do inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), o GITR (do inglés,
Glucocorticoid-induced tumor necrosis fator receptor) e o receptor para TNF- a
(TNFR)(31). O TGF-B € uma citocina com agao supressora em ceélulas alvo e modula
a expressédo de FOXP3 (do inglés, Forkhead box P3), um fator nuclear que exerce
funcdes em regibes reguladoras especificas no DNA, estimulando ou inibindo a
transcricdo de genes especificos pelas Trecs, podendo alterar o perfil de células T
periféricas CD4*CD25" para células CD4*CD25*(32). Pesquisas mostraram que ap6s
a interacdo do antigeno com o TCR, o Foxp3 interage com o fator nuclear kB (NF-kB)
e o fator nuclear de células T ativadas (NFAT) levando a supressédo de genes que
transcrevem citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-4, que possui papel importante na
resposta humoral; a IL-2, que induz a proliferacdo de LT e aumenta a capacidade
citotoxica dos LT CD8"; e IFN-y, importante na ativacado de macréfagos e LT CD8*(33).
Algumas citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-a tem a capacidade de inibir o
desenvolvimento e fungéo das Trec no sitio inflamatorio(23).

Por fim, os LT CD8" estdo envolvidos na resposta antiviral e antitumoral.
Reconhecem o0s antigenos citoplasmaticos apresentados por moléculas de MHC de
classe | e, ap6s a adesédo e coestimulacao, se proliferam gerando CTLs de memoria
ou efetores, ganhando a capacidade de eliminar por citotoxicidade qualquer célula que
apresente esse mesmo antigeno(23). Os CTLs efetores liberam perforinas, proteinas
gue formam poros nas membranas celulares, e secretam granzimas que ativam as
enzimas caspases que por sua vez levam a fragmentacdo do DNA. Também podem
se ligar ao receptor Fas das células alvo através do FasL, induzindo a apoptose(25).
Além dos CTLs, os LT CD8+ também compreendem uma populacéo de LTrec CD8*
(CD8*Foxp3*), representando 0,9%+0,6% das PBMCs(34). Esse tipo de LTrec atua
imunossuprimindo por interferirem em respostas imunes nos tecidos linfoides

secundarios, afetando a ativacdo de LT CD4%(35).

2.3 Inflamacé&o e cancer

Em 1863, Rudolf Virchow descreveu a presenca de leucdcitos nos tecidos
neoplasicos, sugerindo que esse “infiltrado linforreticular” representava a relacao entre

cancer e doengas inflamatérias cronicas (36). Lloyd J. Old, em 1959, levantou
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guestdes imunoldgicas relacionadas ao cancer através de sua renomada obra
intitulada “Effect of Bacillus Calmette Guérin (BCG) infection on transplanted tumours
in the mouse”, na qual associou o0 método de imunizagdo da tuberculose com a
capacidade de gerar resposta antitumoral, mediante estimulagdo do sistema
imunologico através de componentes bacterianos (37).

Os anos seguintes foram marcados pelo notavel avanco nas pesquisas sobre
0 cancer, de modo que novas observacgoes auxiliaram tanto para elucidar quanto para
remodelar a elaboragéo original das caracteristicas principais do cancer, proposta por
Hanahan e Weinberg em 2000, que define as caracteristicas do cancer como
capacidades funcionais adquiridas que permitem que as células neoplasicas
sobrevivam, proliferem e disseminem. A aquisicdo dessas caracteristicas € possivel
gracas a duas caracteristicas habilitadoras: a instabilidade gendmica em células
neoplasicas, levando a mutacdes ocasionais; e a inflamacdo como promotora de
tumor, através de fatores de crescimento, fatores de sobrevivéncia celular, fatores pro-
angiogénicos, enzimas modificadoras da matriz e EROS, que atuam como
substancias mutagénicas. Somando-se a essas caracteristicas, outras duas
propriedades distintas das células neoplasicas foram propostas por serem
funcionalmente importantes para o desenvolvimento e progressao tumoral,
consideradas, portanto, como caracteristicas emergentes do cancer: a reprogramacao
do metabolismo energético celular, a fim de suportar o crescimento continuo de
células e a proliferacao, substituindo o programa metabdlico que opera na maioria dos
tecidos normais e alimentando as operacdes fisioldgicas das células associadas; e a

evasao das células neoplasicas do ataque e eliminacdo por células imunes.

Em decorréncia do processo de carcinogénese, células comecam a expressar
proteinas de genes mutados ou proteinas normais, mas em niveis desregulados.
Essas proteinas seguem o percurso normal de processamento e apresentacdo de
peptideos na membrana celular através de moléculas de MHC de classe |, por isso,
as celulas NK e os LT CD8* sdo os principais componentes celulares da
imunovigilancia contra neoplasias e irdo desenvolver uma resposta citotoxica contra
essas células neoplasicas(38). Somando-se a isso, células dendriticas, frequentes no
microambiente tumoral, fagocitam essas células e apresentam seus peptideos via
MHC de classe Il para os linfocitos T CD4* ativando-os e promovendo a secrecéo de

uma gama de citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-2, um fator de crescimento
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linfocitario; o INF-y que ativa os macréfagos e aumenta a atividade citotoxica por CTLs
e NKs; a IL-4, importante na resposta humoral; a IL-6, importante na sintese de
proteinas de fase aguda, proliferacdo de LB produtores de anticorpos e diferenciacéo
de LT para o perfil Th17; o TNF-a, que induz a expresséo de ligantes especificos para
leucdcitos nas células endoteliais dos vasos sanguineos, atraindo estas células para

o local da inflamacéo e induz a apoptose por meio da ativacéo das caspases(23,39).

Apesar das evidéncias do papel do sistema imunoldgico na atividade
antineoplésica, individuos imunocompetentes também podem desenvolver
neoplasias. Ao se aprofundar as pesquisas sobre a imunologia do cancer, verificou-
se que o sistema imune ndo atua apenas sobre a eliminacdo tumoral, mas também
age selecionando células em desenvolvimento neoplasico. Surge entao o conceito de
imunoedicdo, composto pela fase de eliminacdo tumoral, garantida pela
imunovigilancia; a fase de equilibrio, em que o sistema imune atua de forma dinamica
controlando o cancer, mas sem a capacidade de elimina-lo totalmente, exercendo
pressao seletiva sobre células neoplésicas levando a fase de evaséo imune, na qual
essas células adquirem a capacidade de escapar do sistema imune do hospedeiro(40)
através da reducdo da imunogenicidade, desenvolvendo modificacbes na maquinaria
de processamento de antigenos, com a perda de expressdo de MHC de classe |,
producdo de mediadores imunossupressores e progressao de células
imunomoduladoras no TME(41).

Em resposta a uma variedade de estimulos, as células neoplésicas, secretam
metaloproteinases de matriz (MMPSs), enzimas que degradam a matriz extracelular,
favorecendo a migracao de células; o fator de necrose tumoral- a (TNF-a) com sua
acdo paradoxal, pois é um fator que medeia a inflamacé&o e tem acéo efetora na morte
celular por LT C8+ e células NK, mas sua presenca tem sido associada ao mau
prognostico(42), pois junto com outros fatores, como a IL-1f e IL-8, induz a expressao
de ligantes especificos para leucécitos nas células endoteliais dos vasos sanguineos,
recrutando estas células para o local da inflamacao e favorecendo a angiogénese; a
IL-6, uma citocina produzida por células imunes, endoteliais e tumorais e varios
estudos mostraram elevados niveis de IL-6 em CECP, sendo associada com o0 mau
prognostico(43-45); o fator de transformacao do crescimento- (TGF-), que contribui

para a EMT, altera o perfil de células T periféricas para o perfil de célula T reguladora
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(Trec) secretoras de IL-10, proporcionando um TME imunossuprimido, favorecendo a

progresséao do cancer(19).

A resposta imune adaptativa favorece a carcinogénese através de interacfes
no TME, com aumento na expressédo de TGF-B e IL-10 por macrofagos do tipo M2
associados ao tumor (TAM-M2), promovendo a tolerancia imune e diferenciacao de
células T em células Trecs, que estdo associadas com resposta antineoplasica
prejudicada(46). Sinais de IL-6 inibem a maturacdo de DCs e ativacdo de células NK,
macréfagos, neutréfilos e LTs via STAT3 (do inglés, Signal transducer and activator of
transcription 3), um fator de transcricdo envolvido com diversas vias
imunossupressoras(39). Outro fator de transcricdo que foi reconhecido por estar
associado a carcinogénese € o fator nuclear k-B (NF-kB), que em resposta a
carcin6genos, estresse e citocinas inflamatérias, como a IL-1B, IL-17 e TNF-a, modula
a jusante a imunidade, através de genes que transcrevem proteinas relacionadas a
inflamacéao e resposta imune (p.ex., IL-6, IL-8, IL-10), proliferacdo (p.ex., Ciclina D1,
GM-CSF) e proteinas anti-apoptoticas (p.ex., BCL2, Survivina). No entanto, a ativagao
aberrante do NF-kB contribui para a expressao de oncogenes e proto-oncogenes e
regula negativamente a p53, uma proteina importante na supressao tumoral através

da ativacédo de apoptose em células pré-neoplasicas.

Considerando o que foi exposto, torna-se fundamental a necessidade de pesquisas
guem busquem compreender melhor o papel do sistema imunolégico no
desenvolvimento do céncer e a interacdo das células neoplasicas com os
componentes do microambiente tumoral, para que se possa desenvolver abordagens
terapéuticas mais eficazes e melhorar o0 prognostico e sobrevida pacientes

acometidos com essa doencga(39).
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3 PROPOSICOES

A proposta para esta pesquisa foi analisar a influéncia do meio condicionado
por células de carcinoma epidermoide de lingua em linfoblastos e células
mononucleares do sangue periférico, no que se refere a viabilidade, secrecéo de
citocinas, expressao génica e diferenciacéo celular, de forma a compreender melhor

0S mecanismos relacionados a carcinogénese.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente Projeto de Pesquisa teve a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, com parecer
consubstanciado n22.745.569 (Anexo A).

4.1 Linhagens pré-estabelecidas

As células da linhagem CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™ Manassas, VA, EUA),
derivada de leucemia linfoblastica aguda foram cultivadas em frascos de cultura de 75
cm? (Corning, New York, EUA), em meio de cultivo RPMI-1640, suplementado com
100 pg/mL de penicilina (Invitrogen™), 100 pug/mL de estreptomicina (Invitrogen™) e
10% de SFB. As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO2 e 95% de umidade. O crescimento celular foi monitorado diariamente
através da contagem de células, utilizado o método de exclusdo de azul de Trypan
(Trypan Blue®; Sigma-Aldrich) para a contagem celular em microscoépio,
determinando o nimero de células viaveis presentes na amostra. Foi adicionado 10
mL a cada 2 ou 3 dias ou feito o subcultivo, de forma a manter a densidade de células
entre 2-3 x 10° e 1-2 x 10° células por mL até a obtencdo do nimero de células
necessario para 0s ensaios.

Foram utilizadas as linhagens de células SCC4 (ATCC® CRL 1624™,
Manassas, VA, EUA) e SCC9 (ATCC® CRL 1629™ Manassas, VA, EUA), derivadas
de carcinoma epidermoide de lingua. As linhagens foram cultivadas em garrafas de
cultivo de 75 cm? (Corning, New York, EUA) em meio de cultivo Dulbecco Modified
Eagle e Ham-F12 (DMEM/F12 1:1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementado com
10% de SFB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 50 ng/mL succinato soédico de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA), 100 pg/mL de penicilina e 100
ug/mL de estreptomicina (Invitrogen™) e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. O crescimento celular foi monitorado
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diariamente e o meio de cultivo trocado a cada dois ou trés dias, de acordo com a

densidade de células.

4.2  Cultura primaria

As linhagens primarias de células mononucleares do sangue periférico (PBMC),
provenientes de 2 doadores saudaveis (PBMC-A e PBMC-B), foram gentilmente
cedidas pelo Biorrepositério da Universidade Nove de Julho (Anexo B). Abaixo segue
a descricdo da coleta e processamento das amostras antes da aquisicdo das
linhagens.

4.2.1 Isolamento das PBMC:

As células foram obtidas a partir do processamento de camara de
leucorreducdo (“peado”). Foi cortado o acesso inferior do pedo com uma tesoura
autoclavada e o peao foi posicionado no interior de um tubo cénico de 50 mL, com a
parte mais estreita para dentro do tubo e entéo foi cortado o0 acesso superior. Seguiu-
se com o encaixe da agulha da seringa sem o émbolo no interior do acesso superior
e foi adicionado 10 mL de solucdo salina na seringa e encaixado e pressionado 0
émbolo cuidadosamente de forma a lavar o conteddo do peéo que foi transferido para
o tubo cénico. O volume da amostra obtida foi completado com solucéo salina até se
obter 40 mL de volume total. Em 2 tubos conicos de 50 mL foi adicionado 10 mL de
Ficoll e adicionado 20 mL da amostra diluida em cada um deles. Procedeu-se com a
centrifugacéo a 2200 rpm por 20 minutos. O sobrenadante obtido foi descartado e o

pellet ressuspendido em 40 mL de solucao salina.
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4.2.2 Obtencéao dos linfocitos derivados das PBMC

Com as PBMC isoladas, foi realizada a contagem e ajustada a concentracao
das mesmas para 5 x 10° céls/mL. As mesmas foram cultivadas em frascos de cultura
de 75 cm? (Corning, New York, EUA), em meio de cultivo RPMI-1640, suplementado
com 100 pg/mL de penicilina (Invitrogen™), 100 pg/mL de estreptomicina
(Invitrogen™) e 10% de SFB e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO:2 e 95% de umidade por 2 horas, tempo necessario para a aderéncia dos
mondcitos ao frasco. Apos esse periodo, fez-se a coleta das células em suspenséo.
Obtivemos entdo, uma populacdo composta predominantemente por linfécitos, mas
gue ainda pode haver outras células do sangue periférico associadas. As PBMCs

foram criopreservadas até o momento da utilizacéo.

4.3 Coletado MC derivado de carcinoma epidermoide

As linhagens de CE foram descongeladas e cultivadas em meio convencional,
até atingirem a subconfluéncia. Ap6s esse periodo, as células foram contadas em
camara de Neubauer e foram subcultivadas com 108 células por frasco de T75. Ap6s
48 horas, o meio foi removido e substituido por meio RPMI livre de SFB e HC.
Passadas 24hs, esse meio foi coletado, filtrado e mantido em tubos conicos de 15 mL
a -80° C até o momento da sua utilizacdo para os ensaios funcionais e de

caracterizacéo nas linhagens celulares.

4.4 Ensaio de viabilidade celular

4.4.1 Por contagem de células viaveis com azul de Trypan
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Para verificar se 0 MC por células de CE (SCC4 e SCC9) afeta a viabilidade
dos linfoblastos e das PBMC, células da linhagem CEM foram descongeladas e
cultivadas até atingirem o nimero de células necessérias (2,7 x 107 céls), enquanto
gue as PBMC foram descongeladas 24hs antes do ensaio. Ambas as linhagens foram
mantidas em frascos de T75, na densidade de 10°céls/mL, em RPMI, com 10% de
SFB e 1% de antibidtico/ antimicético. Apés essa fase, as células foram transferidas
para placas de 24 pogos, com 1 mL de meio (RPMI ou MC sem SFB), na densidade
de 108céls/mL e mantidas em incubadora a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO>
e 95% de umidade. Esse ensaio foi realizado por 3 dias, em triplicata amostral e

experimental, conforme Quadro 4.1.

Apods o plagueamento, as células foram submetidas a contagem a cada 24hs,
por 3 dias (24, 48 e 72hs), utilizado o método de exclusdo de azul de Trypan,
baseando-se no principio de que as células vivas possuem membranas celulares
integras de forma a excluir o corante, enquanto que as células mortas ndo possuem
essa capacidade. Para isso, apds agitacdo da amostra no poc¢o, uma Suspensao
celular de 10pL foi misturada a 10uL do corante e examinada visualmente em camara
de Neubauer para a contagem celular em microscoépio, determinando o nimero de

células viaveis presentes na amostra.

Quadro 4.1 - Desenho do plagueamento da linhagem CCRF-CEM e PBMC para ensaio de viabilidade celular com
azul de Trypan em Placa de 24 pogos. CTRL — Controle (MNC sem SFB); MC — Meio condicionado

CEM CEM + MC | CEM + MC PBMC PBMC + PBMC +
CTRL1 SCC41 SCC91 CTRL1 |MCSCC41[{MCSCCI91
CEM CEM +MC | CEM + MC PBMC PBMC + PBMC +
CTRL 2 SCC4 2 SCC9 2 CTRL2 |MC SCC42[MCSCC92
CEM CEM +MC | CEM + MC PBMC PBMC + PBMC +
CTRL 3 SCC4 3 SCC9 3 CTRL3 |MC SCC43|MC SCC93

Fonte: a autora
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4.5 Anélise de citocinas por ELISA

Para detectar e quantificar as citocinas secretadas pelas células de carcinoma
epidermoide, bem como pela CEM e PBMC-A, antes e ap0s a exposi¢do ao MC, foi
realizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Nesse ensaio um anticorpo reconhece
um antigeno para o qual é especifico e a enzima covalentemente ligada ao anticorpo

catalisa uma reacdo gerando um corante detectado por espectrofotometria.

Inicialmente, foi realizado o cultivo da CEM e PBMC-A em frascos de cultura
de 25 cm?, na densidade de 108céls/mL, em RPMI sem SFB, para os grupos controles,
e MC derivado de SCC4 e SCC9. Apos 24hs de estimulo, o meio de cultivo foi coletado
para analise de IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y, seguindo as orientacdes fornecidas

pelo fabricante dos kits relacionados no Quadro 4.2.

Quadro 4.2 - Relagéo dos kits de Elisa utilizados

o ) N° de
Citocina Nome do produto Fabricante )
catalogo

IL-18 Human IL-1B ELISA MAX™ Deluxe Set  BioLegend® 437004
IL-6 Human IL-6 ELISA MAX™ Deluxe Set BioLegend® 430504
IL-8 Human IL-8 ELISA MAX™ Standard Set BioLegend®431501
IL-10 Human IL-10 ELISA MAX™ Standard Set BioLegend®430601
IFN-y Human IFN-y ELISA MAX™ Deluxe Set BioLegend®430104

Fonte: a autora

46 PCR

Para coleta do material a ser avaliado por PCR, foi realizado o cultivo de
linfoblastos (CEM) e células PBMC-B em frascos de cultura de 25 cm?, na densidade
de 10%céls/mL por 24hs. Para os controles, as células foram cultivadas em RPMI sem

SFB. Os grupos experimentais foram cultivados, separadamente, em MC por SCC4 e
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SCC9. Apos esse periodo, as amostras foram transferidas para tubos conicos e
centrifugados a 1200 xg por 5 min em temperatura ambiente, lavados com solucéo
salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS), incubadas com 500ul de Trizol

(Invitrogen™) por 5 minutos e armazenadas a -80°C até o momento de sua utilizacéo.

4.6.1 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA foi realizada através da técnica de isotiocianato de
guanidina. Apos a lise celular, as amostras foram transferidas para tubos de
polipropileno livres de RNase e DNase e em cada amostra foi adicionado 100ul de
cloroférmio. Apoés a centrifugacao a 10.400 rpm durante 15 min a 4°C, a fase aquosa
contendo o RNA foi transferida para tubos estéreis e foram adicionados 250 ul de
alcool isopropilico. Os tubos foram novamente centrifugados a 10.400 rpm por 10 min
a 4° C. Neste momento foi possivel observar a formacdo do precipitado de RNA no
fundo do tubo. A solucéo sobrenadante foi descartada e adicionado 1 ml de &lcool a
75% gelado. Apos centrifugacéo a 8.400 rpm durante 5 min, o alcool foi descartado e
0 RNA ressuspendido em agua livre de DNAse e RNAse. A concentracdo do RNA foi
determinada em Nanodrop com comprimento de onda de 260 e 280 nm e armazenado
a -80°C até o momento de sua utilizacao.

4.6.2 Sintese do cDNA

O DNA complementar (cDNA) utilizado nas reacbes de gqPCR-RT foram
sintetizados atraves de uma reacao de transcricao reversa utilizando-se High Capacity
cDNA Archive kit (Applied Biosystems), em um volume final de reacdo de 21 pL

partindo-se de 1,0 yg de RNA total. Para a sintese do cDNA, os tubos com as
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amostras foram colocados em termociclador (Mastercycler, Eppendorf) e submetidos

a 25°C por 10 min seguido de um periodo de incubacéao de 120 min a 37°C.

4.6.3 Andlise quantitativa da expressao génica por RT-gPCR

A analise quantitativa da expressédo génica foi efetuada para verificar a
expressédo de mRNA das citocinas IL-6 e IL-8, bem como de BCL2, BAD e BAK, genes
relacionados a apoptose celular. Cada gene-alvo foi comparado entre as linhagens
celulares a partir da utilizacdo do gene de expressado constitutiva de HPRT, para
controle de normalizacdo de massa. O protocolo a ser utilizado para o presente
trabalho foi o do fluor6foro SYBR® Green | (SYBR Green Master Mix®, Applied
Byosistems). Os primers foram desenhados utilizando-se o programa GeneTool 2.0
(Biotools, Alberta, Canada), de forma que as sequéncias fossem presentes em éxons
diferentes, com uma temperatura de associacdo entre 58 e 62°C e que gerassem
produtos de tamanho idealmente entre 100 e 200pb. As sequéncias e genes

analisados encontram-se no Quadro 4.3.
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Quadro 4.3 - Genes, sequéncia dos primers analisados e respectivas concentracdes de trabalho e
temperatura de Melt

Sequéncia _ Temperatura
Gene Concentracao .
Foward (F) e Reverse (R) de Melting
F: TGAGGATTTGGAAAGGGTGT
HPRT 0,4 uM 60°C
R: GAGCACACAGAGGGCTACAA
F: CAGAGCTGTGCAGATGAGTAC
IL6 0,25 uM 63°C
R: GTGGTTGGGTCAGGGGTGGTT
F: TCTGTGTGAAGGTGCAGTTTTG
IL8 0,25 uM 60°C
R: GGGGTGGAAAGGTTTGGAGT
F: CAGGCCTCCTGTGGGAC
BAD 0,4 uM 60°C
R: GGTAGGAGCTGTGGCGACT
F: CCGAAGCCATTTTTCAGGT
BAK 0,4 uM 60°C
R: GACCTCCATCTCCACCCTG
F: CGCCCTGTGGATGACTGAGTA
BCL2 0,4uM 60°C
R: GGGCCGTACAGTTCCACAAAG

Fonte: a autora

Para a quantificacao relativa dos genes estudados no presente trabalho, todas
as amostras experimentais foram amplificadas em duplicata e a quantidade
normalizada do gene-alvo foi determinada através da curva-padréo, obtida a partir de
4 diluicbes seriadas de cDNA das linhagens utilizadas, também amplificadas em
duplicata a cada reacdo. Para fins de quantificacdo, foram consideradas apenas
amostras com pico de dissociacao especifica.
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47 Citometria de Fluxo

A andlise de Citometria de Fluxo foi realizada para verificar os marcadores de
superficie celular presentes na linhagem de linfoblastos (CEM) e PBMC antes e ap0s
a estimulacdo com MC derivado de cada linhagem de carcinoma epidermoide (SCC4
e SCC9).

Para tanto, essas células foram cultivadas por 24hs em meio ndo condicionado
(MNC; grupo controle) e MC. Apoés este periodo foram analisadas pelo citbmetro de
fluxo BD FACS ARIA [I™ do Servico de Citometria de Fluxo do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB), um equipamento que

permite a identificacdo das subpopulacfes através de biomarcadores.

Para esse ensaio, as células foram incubadas com os anticorpos monoclonais

conjugados com fluorécromos, seguindo protocolo estabelecido pelos fabricantes.

Quadro 4.4 - Anticorpos e seus respectivos clones, fluorécromo, fabricante e nimero de catalogo,
utilizados na imunofenotipagem das células por Citometria de Fluxo

Anticorpo Fluor6cromo Clone Fabricante \" de
catédlogo
anti-CD4 APC RPA-T4 BD* 555349
anti-CD8 FITC Hit8a Biosciences** 35-0089
anti-Foxp3 PE 259D/C7 BD* 560046
anti-CD34 APC 581 BD* 555824
anti-7-AAD PE - BD 555816

Fonte: a autora *Becton & Dickinson Company®©; **Tonbo Biosciences FCx-Pro™

Os resultados foram analisados através do programa Flowing Software® Versao

2.5.1 (Perttu Terno, Turku Centre for Biotechnology University of Turku, Finland).
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4.8 Analise Estatistica

Para a analise estatistica do ensaio de viabilidade celular, secrecdo de
citocinas, RT-gPCR e citometria de fluxo foi utilizado o teste de variancia One Way
ANOVA e posteriormente o teste de Tukey no software GraphPad (Microsoft, EUA). A
significancia estatistica foi determinada em P <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade das células cultivadas com MC derivado de CEL

A viabilidade das células cultivadas em diferentes meios de cultivo (CTRL; MC
SCC4 e MC SCC9) foi analisada nos periodos de 24, 48 e 72 horas, primeiramente
através da contagem de células com azul de Trypan. Foi possivel notar que houve um
crescimento celular das células CEM quando cultivadas com o meio CTRL, havendo
maior crescimento celular no periodo de 72hs, quando comparados ao periodo de
24hs (P=0,0076) e 48hs (P=0,0315) (Figura 5.1A). As células CEM cultivadas com MC
SCC4 apresentaram reducédo da proliferacdo celular no periodo de 72hs comparado
ao periodo de 24hs (P=0,0426) (Figura 5.1B) assim como as células cultivadas com
MC SCC9, apesar da néo significancia estatistica (P=0,0671) (Figura 5.1C).

Ao compararmos os diferentes tratamentos por periodo, foi possivel observar
gue nado houve diferenca significativa entre os meios de cultivo sobre a viabilidade
celular no momento de 24hs (Figura 5.1D), porém foi observado uma reducéo da
viabilidade celular nas células CEM cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 nos
periodos de 48hs (P=*0,0088 e **0,0025, respectivamente) (Figura 5.1E), assim como
no periodo de 72h, reduzindo consideravelmente a viabilidade das células CEM
guando cultivadas com MC SCC4 (*P=0,0045) e com MC SCC9 (**P=0,0041).
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Figura 5.1 - Curvas de viabilidade celular da linhagem CEM cultivada com meio controle e meio

condicionado derivado de linhagens de células de carcinoma epidermoide. A, viabilidade
das células CEM CTRL no periodo de 24, 48 e 72hs. a, P=0,0076 e b, P=0,0315. B,
viabilidade das células CEM cultivadas com MC SCC4 nos diferentes periodos
analisados. a, P=0,0426. C, Viabilidade das células CEM cultivadas com MC SCC9 nos
diferentes periodos analisados. D, Viabilidade das células CEM no periodo de 24hs
cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 comparados ao grupo controle. E, Viabilidade das
células CEM no periodo de 48hs cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 comparados ao
controle. F, Viabilidade das células CEM no periodo de 72hs cultivadas com MC SCC4 e
MC SCC9 comparados ao grupo controle.

CTRL, controle. MC SCC4, meio condicionado derivado de SCC4. MC SCC9, meio
condicionado derivado de SCC9. a, significAncia estatistica quando comparada com
periodo de 24hs. b, significancia estatistica quando comparada com o grupo de 48hs. *,
significAncia estatistica entre o grupo controle versus MC SCC4. ** significancia
estatistica entre o grupo controle versus MC SCC9. Teste ANOVA e Tukey

A CEM - CTRL B CEM - MC SCC4 C CEM - MC SCC9
_ 3 3 3
® ab e 2
x X X
v 2 v 2 o 2
g g 2
s = =
: g P09 2 ‘\H
© 14 ~ 14 o 14
= 2 E
> o @
5] S S
0 . 0 0 .
s & q?g s o 'lP‘ve o ol
D CEM - 24hs E CEM - 48hs r CEM - 72hs
3 3 3
& & -—
e 2 2
x = 3
w2 0 24 o 2
g g 2
3 ] -} o
> !\k”—; S * o S
8 19 8 1 i\'\—! 81
= 2 2
Q0 Q D
s 5] 5]
0 : 0 . : ; 0 - .
) & & & & & & e &
9 ) 9 & o S o o
& & « & « + & & &
[ & & < Q:“\ (%) & &
& & < & & ¢

Fonte: a autora

Também foi analisada a viabilidade celular em duas linhagens de PBMCs. Na

linhagem PBMC-A, a viabilidade celular reduziu durante o periodo em cultivo celular

guando cultivadas em meio controle (Figura 5.2A), assim como quando cultivadas em
MC SCC4 (Figura 5.2B) e MC SCC9 (Figura 5.2C). Esta reduc¢ao da viabilidade celular
€ significativa no grupo controle quando comparamos o periodo de 24hs com o de
48hs (P=0,0333) e o periodo de 24hs com o de 72hs (P=0,0162), assim como quando
cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 no periodo de 48hs comparado a 24hs
(P=0,0068 e 0,0147, respectivamente) e 72hs comparado a 24hs (P=0,0119 e 0,0077,
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respectivamente). Ao compararmos os diferentes tratamentos por periodo, as células
PBMC-A quando cultivada nos meios condicionados mostrou uma maior viabilidade
celular comparado ao grupo controle no periodo de 24hs (Figura 5.2D), sendo de
forma mais discreta nos periodos de 48hs (Figura 5.2E) e 72hs (Figura 5.2F), porém

sem significancia estatistica.

A linhagem PBMC-B também apresentou redugdo da viabilidade celular em
todos os tratamentos durante o periodo de cultivo (Figura 5.2, mas com significancia
estatistica apenas quando cultivadas com o0 MC SCC4 entre o periodo de 24hs e 72hs
(P=0,0404). Ao analisar por periodo, a linhagem PBMC-B também apresenta maior
viabilidade celular quando cultivada com os meios condicionados no periodo de 24hs
(Figura 5.2J) e 48hs (Figura 5.2K) quando comparados ao grupo controle, porém sem
significancia estatistica.
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Figura 5.2 -

Curvas de viabilidade celular das linhagens PBMC-A e PBMC-B quando cultivadas com
meio controle e meio condicionado de carcinoma epidermoide. A, viabilidade do grupo
PBMC-A CTRL no periodo de 24, 48 e 72hs, com reducdo significativa entre os periodos
de 24hs e 48hs (P=0,0333) e 24hs e 72hs (P=0,0162). B, viabilidade das células PBMC-A
cultivada com MC SCC4 no periodo de 24, 48 e 72hs, com reducéo significativa entre os
periodos de 24hs e 48hs (P= 0,0068) e o 24hs e 72hs (P= 0,0119). C, viabilidade das
células PBMC-A cultivadas com MC SCC9 no periodo de 24, 48 e 72hs, com reducgéo
significativa entre os periodos de 24hs e 48hs (P= 0,0147) e o 24hs e 72hs (P= 0,0077).
D, Viabilidade da PBMC-A no periodo de 24hs cultivadas com meio ndo condicionado, MC
SCC4 e MC SCC?9. E, Viabilidade da PBMC-A no periodo de 48hs cultivadas com meio
nao condicionado, MC SCC4 e MC SCC9. F, Viabilidade da PBMC-A no periodo de 72hs
cultivadas com meio ndo condicionado, MC SCC4 e MC SCC?9. G, viabilidade do grupo
PBMC-B CTRL no periodo de 24, 48 e 72hs. H, viabilidade das células PBMC-B cultivadas
com MC SCC4 no periodo de 24, 48 e 72hs, com reducao significativa entre os periodos
de 24hs e 72hs (P=0,0404). |, viabilidade das células PBMC-B cultivadas com MC SCC9
no periodo de 24, 48 e 72hs. J, Viabilidade da PBMC-B no periodo de 24hs cultivadas com
meio ndo condicionado, MC SCC4 e MC SCC9. K, Viabilidade da PBMC-B no periodo de
48hs cultivadas com meio ndo condicionado, MC SCC4 e MC SCC?9. L, Viabilidade da
PBMC-B no periodo de 72hs cultivadas com meio ndo condicionado, MC SCC4 e MC
SCC?. a, significancia estatistica quando comparada com periodo de 24hs. Teste ANOVA
e Tukey
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A viabilidade celular foi verificada através da citometria de fluxo, mas apenas
no periodo de 24h, utilizando a marcagao negativa com 7-AAD, um corante de DNA
nao vital que permite a diferenciacdo entre células viaveis e células apoptéticas ou
necréticas que apresentam perda da integridade de membrana(47). Assim, a &rea de
controle negativo (células sem o anticorpo) para o 7-AAD (Figura 5.3G) corresponde

a area de células viaveis, células analisadas para os demais anticorpos.

Foi observado que a linhagem CEM apresentou em média 85,3+0,46% de
células viaveis (Figura 5.3A), enquanto que a linhagem PBMC-B apresentou em média
95,8+0,31% (Figura 5.3D). E quando tratadas com MC SCC4 a CEM apresentou a
viabilidade celular uma média de 87+0,78% (Figura 5.3B) e a PBMC-B com 96+0,53%
(Figura 5.3E). No MC SCC9 a CEM apresentou uma viabilidade média de 85,3+1,1%
(Figura 5.3C) e a PBMC-B 96,5+0,98% (Figura 5.3F) das células analisadas. Nao

houve diferenca estatistica entre as linhagens tratadas e néo tratadas.
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Figura 5.3 - Graficos de células viaveis 7-AAD negativas, por citometria de fluxo. A-C, viabilidade celular
da CEM. D-F, viabilidade celular da PBMC. G, Controle negativo para 7-AAD. H, grafico
com porcentagem de células viaveis CEM CTRL, CEM MC SCC4 e CEM MC SCCQ. |,
grafico com porcentagem de células viadveis da PBMC-B CTRL, PBMC-B MC SCC4 e
PBMC-B MC SCC9
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53

5.2 Andlise da expressdo de mRNA associados a apoptose

Para verificar se a reducao da viabilidade celular estava relacionada a inducéo
de vias de apoptose, os genes BAD, BCL2 e BAK foram analisados nas linhagens
CEM e PBMC-B ap6s terem sido cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 por 24 horas
e comparadas com o grupo controle, cultivado com meio convencional. A analise de
expressao génica foi efetuada com calculos relativos a expressao do gene constitutivo
HPRT.

5.2.1 Expressdo de BAD

Nao foi detectada expressdo de mRNA do BAD em todas as amostras
analisadas de CEM e PBMC-B, embora o controle positivo utilizando as linhagens

SCC4 e SCC9 tenham apresentado amplificacdo (dado ndo mostrado).

5.2.2 CEM

Na linhagem CEM, a expressdo de BCL2 mostrou pequena reducdo quando
cultivada com os MC SCC4 e MC SCC9 em comparacédo com o CTRL, porém, esses
dados nao obtiveram significancia estatistica, com P=0,9958 e 0,2600,
respectivamente (Figura 5.4A). Para o BAK, nao houve diferenca entre o CTRL e MC
SCC4 para o gene BAK, enquanto que comparando o CTRL com MC SCC9, este
mostrou um ligeiro aumento da expressdo mRNA, mas com valor nao significativo
(P=0,6412) (Figura 5.4B).
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Figura 5.4 - Expresséao de BCL2 e BAK nas células CEM cultivadas com meio condicionado derivado
das linhagens SCC4 e SCC9 de carcinoma epidermoide, durante 24 horas. A, Expressao
de BCL2. B, Expresséo de BAK. CEM CTRL, grupo controle da linhagem CEM. CEM MC
SCC4, linhagem CEM cultivada com meio condicionado derivado da linhagem SCC4. CEM
MC SCC9, linhagem CEM cultivada com meio condicionado derivado da linhagem SCC9
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Fonte: a autora

5.2.3 PBMC

A PBMC-B apresentou um aumento da expressao de mRNA de BCL2 (Figura
5.5A) quando cultivada com MC SCC4 e reducéo da expressao quando cultivada com
MC SCC9, porém, esses dados ndo obtiveram significancia estatistica. Analisando o
BAK (Figura 5.5B), encontramos um notavel aumento de expressao quando cultivadas
em MC SCC4, com valores estatisticamente significativos (P=0,0056), mas ndo houve

diferenca de expresséo entre o CTRL e MC SCC9.
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Figura 5.5 - Expressao de mRNA de BCL2 e BAK na PBMC-B cultivadas com meio convencional, MC
SCC4 e MC SCC9. A. Expressado de BCL2 na PBMC-B cultivada com meio CTRL, MC
SCC4 e SCC9, apresentando reducdo quando tratada com MC SCC9, mas sem
significancia estatistica. B. Expressdo de BAK na PBMC-B mostrando aumento quando
cultivada com MC SCC4 (P=0,0056). *, significancia estatistica por teste ANOVA e Tukey

A BCL-2 B BAK
10+ 10+ *

Expressio Relativa
(Fold Change)
Expressio Relativa
(Fold Change)

i ﬁ
™ > N
6&\’ & o o7
@ o o
o & &
& o %
& L &L

Fonte: a autora

5.3 Anélise de expressdao proteica por ELISA

Foram analisadas as citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y e pudemos
observar que os meios condicionados derivados de SCC4 e SCC9 apresentam um
perfil de concentracéo de citocinas semelhante para IL-18, IL-10 e IFN-y e, apesar de
ambas as linhagens apresentarem expressao constitutiva de IL-6 e IL-8, verificamos
que o MC SCC9 apresenta niveis mais elevados dessas citocinas quando
comparamos com o MC SCC4, com P<0,0001. (Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Concentracdo de citocinas presentes em meio de cultivo das linhagens celulares SCC4 e
SCC?9 derivadas de carcinoma epidermoide, quando analisadas por Elisa. *, Comparacao
entre os niveis de expressdo no MC SCC4 e MC SCC9, com P<0,0001.
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Fonte: a autora

Para as analises de citocinas liberadas pelas linhagens celulares CEM e
PBMC-A, os valores de concentracao de citocinas presentes nos meios condicionados
derivados de carcinoma epidermoide foram subtraidos apés a quantificacdo, com a
finalidade de verificar o produto real derivado apenas das células CEM e PBMC-A
guando estimuladas com o0 MC SCC4 e MC SCCO9.

Ao analisarmos o0 meio de cultivo da CEM (Figura 5.7A) e PBMC (Figura 5.7B),
gquando expostas ao MC SCC4, verificamos que todas as citocinas analisadas
apresentam maior expressdo no meio controle, ou seja, no meio ndo condicionado,
havendo uma reducéo da expressédo quando expostas ao MC SCC4. Esta reducao é
estatisticamente significativa para as citocinas IL-13 (P<0,0001), IL-8 (P<0,0001) e
IFN-y (P<0,0001) na CEM; e assim como as citocinas IL-18 (P<0,0001), IL-8
(P<0,0001) e IFN-y (P<0,0001) na PBMC-A. Para a IL-6, verificamos que esta

apresenta niveis mais elevados quando as células sdo cultivadas em meio CTRL,
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notando-se uma diminuicdo da concentracdo quando cultivadas em MC SCC4 em
ambas as linhagens. No entanto, os valores obtidos ndo foram estatisticamente
significativos. Na linhagem CEM a concentracédo de IL-10 permaneceu inalterada
quando cultivada com MC SCC4, enquanto que na linhagem PBMC, apesar de

discreta reducao da concentracao de IL-10, esta diferenca foi significativa (P=0,0200).

Figura 5.7 - Concentracéo das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y nas células CEM (A) e PBMC-
A (B) cultivadas em meio CTRL e MC SCC4. *, Comparacdo com o grupo CTRL com
P<0,0001. **, Comparagéo com o grupo CTRL com P=0,0200 pelo teste ANOVA e Tukey
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Quando expostas ao MC SCC9, verificamos que a CEM (Figura 5.8A) e PBMC
(Figura 5.8B)apresentaram reducdo estatisticamente significativa de IL-1B
(P<0,0001), aumento de IL-6 (P<0,0001), reducao de IL-8 (P<0,0001), reducéo de
IFN-y (P<0,0001) e sem alteracao significativa de IL-10.

Figura 5.8 - Concentracéo das citocinas IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y nas células CEM (A) e PBMC-
A (B) cultivadas em meio CTRL e MC SCC9. *, Comparacdo com o grupo CTRL com
P<0,0001 pelo teste ANOVA e Tukey
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5.4 Anélise da expressdo de mRNA relacionados as citocinas

Foi efetuada a analise da expressdo de mRNA de IL-6 e IL-8 nas células CEM
e PBMC-B. Foram efetuados os calculos relativos a expressdo do gene constitutivo
HPRT e as andlises estatisticas efetuadas através da comparacdo entre o grupo
CTRL versus MC SCC4 e grupo CTRL versus MC SCC9.

5.4.1 Expresséao de IL-6 mRNA

A linhagem CEM néo apresentou expressdo de mRNA de IL-6 em nenhuma

das condic¢des analisadas.

A andlise da expressao de IL-6 na PBMC-B (Figura 5.9) mostrou a reducao da
expressdo de mRNA dessa citocina quando expostas aos meios condicionados,
sendo a quantidade de expressdo de 32+1 quando cultivada em meio controle e
reduzida para 26+5 em MC SCC4, mas sem significancia estatistica, e 18,5+2,35
quando em MC SCC9, com significancia estatistica comparado com o CTRL com
P=0,0153 pelo teste ANOVA e Tukey.



60

Figura 5.9 - Expressédo de mRNA da IL-6 por gRT-PCR, na PBMC-B, quando cultivada com
meios condicionados derivados de linhagens de carcinoma epidermoide SCC4 e
SCC9, e comparados com o meio de cultivo convencional. Expresséo de IL-6 na
PBMC-B mostrando reducédo em relacdo com o CTRL quando cultivada com MC
SCC9, com P=0,0153. *, significancia estatistica comparada com o CTRL, pelo
teste ANOVA e Tukey
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5.4.2 Expresséao de IL-8 mRNA

A CEM mostrou reducéo da expressdao de mRNA de IL-8 quando exposta aos
meios condicionados (Figura 5.10A). O fold change no grupo controle foi menor que
1,5; reduzindo para 0,6 quando tratada com MC SCC4 (P<0,0001) e 0,35 quando
cultivada com MC SCC9 (P<0,0001). Por outro lado, a PBMC-B, apresentou aumento
da expresséao dessa quimiocina, com um fold change de 0,6 no grupo controle; maior
gue 8 quando exposta ao MC SCC4 (P<0,0001) e maior que 3 quando tratada com
MC SCC9 (P=0,0087) (Figura 5.10B).
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Figura 5.10 - Expressdo de mRNA da IL-8 por gRT-PCR, na linhagem CEM e nas PBMC-B, quando
cultivadas com meios condicionados derivados de linhagens de carcinoma epidermoide
SCC4 e SCC9, e comparados com o meio de cultivo convencional. A, expresséo de IL-8
na linhagem CEM mostrando reduc¢éo em relacdo com o CTRL, com *P<0,0001 em ambas
as comparacdes. B, Expresséo de IL-8 na PBMC-B, mostrando aumento em relagéo ao
CTRL quando cultivada em MC SCC4 (*P<0,0001) e MC SCC9 (**P=0,0087), pelo teste
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5.5 Expressao de marcadores de diferenciacéo celular por citometria de

fluxo

5.5.1 Expressédo de marcadores de diferenciacéo pela CEM quando cultivada com
meio condicionado de SCC4 e SCC9

A linhagem CEM apresentou 53+3% de células positivas para CD34, mas
guando exposta ao MC SCC4, esse valor reduz para 32,2+4,2% significativamente
(P=0,0182). Nao houve diferenca da marcacéo para CD34 quando exposta ao MC
SCC9 (Figura 5.11A). A populagdo com marcagao para CD4 aumentou de 10,5+4,9%
para 58,4+6% (P=0,0003) ao ser exposta ao MC SCC4, porém, quando expostas ao
MC SCC9, ndo apresentaram mudancas significativas (Figura 5.11B). Para a dupla
marcacao de CD4*/Foxp3™, essa linhagem mostrou ligeira reducédo quando expostas
ao MC SCC4 e SCC9, porém sem significancia estatistica (Figura 5.11C; Figura 5.111-

K). Essa linhagem né&o apresentou marcagao para CD8 (Figura 5.11E-G).
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Figura 5.11 - Representacdes graficas da expressao dos marcadores de superficie CD34, CD4, CD8 e
FOXP3 da CEM quando exposta ao MC SCC4 e MC SCC9, por citometria de fluxo. A,
Porcentagem de células CEM CD34*, mostrando reducao da expressao de CD34 quando
exposta ao MC SCC4, com P=0,0182. B, Porcentagem de células CEM CD4*, mostrando
aumento significativo da expressdo de CD4 quando exposta ao MC SCC4 em
comparacdo ao CTRL, com P=0,0003. C, Porcentagem de células CEM com dupla
marcacdo CD4*/FOXP3* sem alteracdo significativa entre 0 CTRL e os MCs SCC4 e
SCC?9. D, grafico de controle negativo para CD4 e CD8. E-G, graficos de células viaveis
CEM com éreas analisadas para CD4 e CD8. H, gréafico de controle negativo para CD4 e
FOXP3. I-K, graficos de células viaveis CEM CD4 positivas com areas analisadas para
FOXP3. *, comparacdo com o CTRL pelo teste ANOVA e Tukey

A B C
70- 701 * 70-
60- 60- 1 < 60
~ 50- . 50 + 501
2 . 9 ®
< 40 r < 40 & 40
<
2 30 3 304 £ 301
O 20 © 2] $ 20-
a
10- 1o-j © 104 __
0- o _ 7 0
» 5 » 5 » o
é‘qy Xy X cf‘qy Ry & 63.\« Xy ¥y
R\ o 9 N 9 9 & o o
& & S & & & S
& & & & & &
D ) E F G
Controle Negativo CEM CTRL CEM MCSCC4 CEM MC SCC9

1,240,5%

CEMCD4+

0%

CcD4
CD4
CcD4

i
0% 10,5%4,9% . 58,4+6%
< CEM CD4+ CEM .CDQ+ CEM CD4+
S -
I . - fCEM CDB+ f
: 0% ‘

2321“‘ .l 2214 § - 1
cD8 cD8 cD8 cD8
H Controle Negativo | 2 CEM CTRL Vs CEM MC SCC4 K : CEM MC SCC9
g 8 g 77
14,5+4,5% 6,810,8% ? 10+5%
& 1) q
oy CEM CDd+/FORPE+ n o o d CEMCDa+/FOXP3+
a o [ a 3 L
X & =l < é < 3 =
2 e g Q 1
I
— T T T 35:21“ } —T T T T TTT—T — T T T T T T — LU T EIZHl
CD4 cba =2 cD4 2 cba

Fonte: a autora

5.5.2 Perfil da PBMC-B gquando cultivada com MC de CEL

A PBMC-B apresentou expressao de CD34* em 50% (£8) das células, com uma
redugdo quando cultivadas em MC SCC4 (40+17%) e aumento em MC SCC9

(60+0,5%), porém sem significAncia estatistica (Figura 5.12A). Quando cultivada em
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meio controle, apresentaram apenas 5,8 +0,8% de células CD4*, porém, quando
exposta aos MCs, revelaram significativo aumento para esse marcador de superficie
CD4, passando para 44,5+11% com MC SCC4 (P=0,0041) e 62,3+0,4% com MC
SCC9 (P=0,0012) (Figura 5.12B). Para o CD8, as células ndo apresentaram diferenca
significativa quando cultivadas com MC SCC4 e SCC9 em comparacédo com o CTRL
(7,5+1,2%) (Figura 5.13C). A populacao de células duplamente positivas (CD4*/CD8")
compreendeu 0,05£0,04% da PBMC-B, com aumento para 0,96+0,3% quando
cultivadas em meio MC SCC4, mas sem significancia estatistica, e quando cultivadas
com o meio MC SCC9 esse perfil aumentou para 1,3+1%, com P=0,0248 (Figura
5.12D). As Figuras 5.12 E até H mostram as areas delimitadas para a analise de

células CD4 e CD8 positivas em cada grupo.

Figura 5.12. Gréficos da analise por citometria de fluxo de células PBMC-B. A, Porcentagem média de
50% (+8) de células PBMC-B positivas para CD34. Quando cultivadas em MC SCC4
apresenta reducdo dessa populagéo para 40% (+17) e, quando expostas ao MC SCC9,
apresenta aumento para 60% (0,5), porém, sem significancia estatistica. B, Marcacao de
CD4 na PBMC-B cultivada em meio ndo condicionado (5,8 +0,8%), apresentando aumento
em MC SCC4 para 44,5£11% (*P=0,0041), aumento em MC SCC9 para 62,31£0,4%
(**P=0,0012). C, Marcagdo de células CD8*, ndo apresentando diferenca quando
cultivadas com MC SCC4 (9,15+1,4%) e SCC9 (6,6+£2,8%) em comparagdo com o CTRL
(7,5+1,2%). D, populagdo de células duplamente positivas (CD4*/CD8*) correspondendo
a 0,05+0,04% no meio ndo condicionado, com aumento para 0,961+0,3% quando
cultivadas em meio MC SCC4, mas sem significAncia estatistica, e aumento significativo
em MC SCC9 (1,3+1%), com ***P=0,0248. D-G, areas delimitadas para a analise de
células CD4*, CD8* e CD4*/CD8* em meio n&o condicionado, MC SCC4 e MC SCC?9.
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Das células analisadas em meio controle, apenas 5,8% (£0,8) delas séo
positivas para o marcador de CD4. Dentre as células positivas para CD4, apenas 3,6%
(x2,4) delas exibem dupla marcacdo de CD4*/FOXP3*, e, apesar de haver aumento
de células CD4* em MC SCC4 e MC SCC9, h4d uma reducdo da dupla marcacao
CD4*/FOXP3* em MC SCC4 e MC SCC9 para 0,6% (x0,04) e 1,3% (£1),
respectivamente. No entanto, essa reducdo nao apresentou significancia estatistica
(Figura 5.13).

Figura 5.13 - Graficos da analise por citometria de fluxo da populagdo de células PBMC.
Marcacdo de CD4 na PBMC-B cultivada em meio ndo condicionado (5,8
apresentando aumento em MC SCC4 para 44,5+11% (*P=0,0041), aumento em MC
SCC9 para 62,3x0,4% (**P=0,0012). B, G-J, Andlise da populacdo PBMC-B
CD4*/FOXP3*, esta populagdo compreende 3,6+2,4% do total das células CD4*, com
ligeira reducdo em MC SCC4 (0,6+0,04%) e MC SCC9 (1,3+1%), porém sem
significancia estatistica pelo Teste ANOVA e Tukey
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Das células analisadas em meio controle, apenas 7,5% (+1,2) delas sao
positivas para o marcador de CD8. Dentre as células positivas para CD8, apenas 0,6%

(x0,4) delas exibem dupla marcacdo de CD8*/FOXP3*, mas quando cultivadas em
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MC esse perfil aumenta para 8,5+2,25% com o MC SCC4 (*P=0,0070) e 10,3+2% com

MC SCC9 (**P=0,0024) (Figura 5.14).

Figura 5.14 — Graficos da analise por citometria de fluxo da populagdo de células PBMC. A, C-F,
Marcacdo de CD8 na PBMC-B cultivada em meio ndo condicionado (7,5+1,2%),
apresentando aumento em MC SCC4 para 9,15+1,4% e ligeira redu¢cdo em MC SCC9
para 6,63+2,8%. B, G-J, Andlise da populacdo PBMC-B CD8*/FOXP3*, esta populacdo
compreende 0,6+0,4% do total das células CD8*, e expostas ao MC SCC4, com
aumento para 8,5+2,25% (*P=0,0070) e expostas ao MC SCC9 com aumento para
10,3+2% (**P=0,0024). Teste ANOVA e Tukey
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6 DISCUSSAO

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco é o0 sexto cancer mais comum
em todo o mundo e, apesar dos avancos nas pesquisas, apenas de 50 a 60% dos
pacientes sobrevivem apos o diagndéstico(48). Esse dado reflete a complexidade das
condi¢bes moleculares sob as quais essa neoplasia se desenvolve. Progressos nas
pesquisas elucidaram algumas questdes importantes para a compreensao desse tipo
de cancer, como padrbes de mutacdo, perfis transcricionais e marcadores
bioldgicos(41). No entanto, esse progresso nao tem resultado em consequéncias

diretas para o paciente e sua qualidade de vida.

O cancer é uma alteracdo que envolve complexas interacfes entre 0s
componentes do microambiente onde se desenvolve e essa interagdo resultara em
caracteristicas que definirdo o seu comportamento(19). O microambiente tumoral
(TME) é composto ndo apenas pelas células neoplasicas, mas também por diversas
células associadas ao tumor, como fibroblastos associados ao céancer (CAFS),
endoteliécitos e as células do sistema imune, incluindo macroéfagos, neutrdfilos,
células dendriticas, linfocitos infiltrantes de tumor (TILs; B e T), células NK, entre
outras, bem como as quimiocinas e citocinas (14,21). Evidéncias comprovam a
participacdo do sistema imunolégico no desenvolvimento do carcinoma epidermoide
e gque as proprias células tumorais atuam de forma a modular e subverter a resposta
imune, através de mediadores inflamatérios, favorecendo sua progresséao(14,16),
sendo este um dos focos de nosso estudo. Devido a esses fatores, tem-se
desenvolvido muitas pesquisas para que se possa entender melhor esses
mecanismos, de forma a buscar novas estratégias terapéuticas, especialmente com o

advento da imunoterapia.

O cultivo celular € de grande importancia para as pesquisas biomédicas, pois
as células mantidas em cultura necessitam de técnicas simples para se obter
respostas para questdes complexas relacionadas ao metabolismo celular sob
condicoes fisiologicas e patoldgicas(49). Sob corretas condi¢cbes laboratoriais, as
células neoplasicas se proliferam indefinidamente, de forma que sao
imortalizadas(50). Considerando que as modificacdes genéticas presentes em

linhagens de células neoplésicas se aproximam das alteracdes inerentes ao tumor de
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origem, as células imortalizadas sédo intensamente utilizadas em estudos que buscam
compreender a etiopatogenia dessa doenca, bem como em estudos pré-clinicos para
o desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas(51). Contudo, o cultivo
celular in vitro apresenta algumas limitacbes, tendo em vista a complexidade das
respostas in vivo dadas as interacdes das ceélulas neoplasicas com as células

adjacentes e seus produtos, que juntos compde o TME(50).

Inicialmente, foi realizado o ensaio de viabilidade celular, onde pudemos
observar que a CEM, uma linhagem derivada de leucemia linfoblastica aguda, quando
cultivada em meio controle, apresenta proliferagédo celular, com o numero duas vezes
maior no periodo de 72h do que em 24hs, o que era de se esperar por se tratar de

uma célula imortalizada cultivada em seu meio convencional.

Ao analisarmos o periodo de 24hs, ndo houve alteracfes na viabilidade celular
guando cultivadas em meio CTRL, MC SCC4 e MC SCC?9. Isto também foi verificado
pelo ensaio de citometria de fluxo, através da marcacao negativa de 7-AAD e através
da contagem de células negativas para o azul de Trypan. Entretanto, em 48 e 72hs,
pudemos verificar que a CEM apresenta reducdo da viabilidade quando exposta ao
MC SCC4 e MC SCC9.Em contrapartida, quando cultivadas em MC, notamos que
parece ocorrer uma reducao da viabilidade celular nos periodos de 48h e 72h de forma
significativa quando comparados ao grupo controle. Dessa forma, podemos sugerir
gue o meio condicionado por células de carcinoma epidermoide esta inibindo a

proliferacéo celular da CEM.

Ao analisarmos a viabilidade celular em células PBMCs, em 24hs de exposicao,
as células dos dois doadores, quando cultivadas em meio ndo condicionado (CTRL)
comparado quando cultivadas com MC SCC4 e MC SCC9 nao apresentaram
diferenca significativa da viabilidade celular pelas duas técnicas aplicadas em nosso
estudo. Mas de forma interessante apresentaram reducao da viabilidade ao longo do

tempo, independentemente do tipo de meio de cultivo utilizado.

by

Para verificar se ha a participagdo de genes relacionados a apoptose nos
leucoécitos quando expostos aos meios condicionados, foi avaliado por RT-gPCR a
expressdo de BCL2, BAD e BAK, , sendo o BCL2 um gene anti-apoptotico e BAD e
BAK genes pré-apoptéticos(52) no periodo de 24 horas. Na linhagem CEM a

expressao de BAD, nao foi detectada em nenhuma das amostras, apesar de ter sido
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expresso em nosso controle positivo realizado com a célula U937. O BCL2 e 0 BAK
apresentaram expresséo tanto no CTRL quanto em MC SCC4 e SCC9, mas néo
houve diferenca de expressédo entre as amostras. Esses resultados propdem que a
reducdo da viabilidade celular na CEM n&o esta relacionada com os genes de

apoptose.

Na PBMC a expressao de BAD também nao foi detectada em nenhuma das
amostras. O BCL2 nédo apresentou aumento da expressao de forma significativa, mas
a expressao de BAK aumentou significativamente quando a PBMC-B foi exposta ao
MC SCC4 por 24hs. No entanto, a expressédo de BAK nessa amostra parece nao estar
relacionada com a exposicdo ao MC, visto que o padrdo de viabilidade celular foi

semelhante em todas as amostras de PBMC analisadas.

Pudemos observar algumas diferencas nas respostas de viabilidade celular
entre a linhagem imortalizada analisada e a PBMC, dada a heterogeneidade dessa
dltima populagdo, composta por linfécitos T, linfocitos B, células NK, mondcitos e
células dendriticas, entre outras (53) e por se tratarem de linhagens primérias. Além
disso, ha uma variacédo na frequéncia dessas popula¢des entre os individuos, o que
pode refletir algumas diferencas nessas respostas. No que se refere aos componentes
do sangue periférico, os linfocitos compreendem de 70-90% das células; os mondcitos
de 10 a 20% e as células dendriticas sé@o raras, representando apenas de 1 a 2%.
Dentre a populacéo linfocitica, de 5 a 10% séo linfécitos B; de 5 a 20% compde as
células NK; e de 70 a 85% de células séo linfocitos T (CD3*), a populacao de interesse
para essa pesquisa. Dentre os linfécitos T (CD3*) ha os LT CD4* e LT CD8* na
proporcdo de 2:1 e, apés a ativacdo, o subconjunto de linfécitos T CD4* irdo se

diferenciar nos diversos perfis(53,54).

Para verificarmos como os meios condicionados por células de carcinoma
interferem na diferenciacdo da CEM e PBMC, foi realizado o ensaio de citometria de

fluxo.

Ao analisarmos o perfil imunoldgico dos linfoblastos e PBMC por citometria de
fluxo, verificamos que, ao serem expostas ao meio condicionado pelas duas linhagens
de carcinoma epidermoide, essas ceélulas entraram em processo de diferenciacao
celular, com reducdo da populagdo CD34" e aumento significativo da populacdo

duplo-positiva pela PBMC-B e da populagdo CD4* em ambas as linhagens celulares.
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Os resultados obtidos pelos ensaios de citometria de fluxo, bem como de
viabilidade celular, que nos mostrou que houve uma reducao da proliferacéo celular,
mas sem estarem entrando em apoptose, o que mostrado pelo RT-qPCR de genes
pré-apoptoéticos, podem ser compreendidos pelo fato de que, células em processo de
diferenciacao, reprogramam seu metabolismo em detrimento das vias de sintese que
alocam nutrientes para o crescimento e a atividade proliferativa(55,56). Dessa forma,
podemos sugerir que os meios condicionados por SCC4 e SCC9 induziram a
diferenciacdo da CEM e PBMC.

Nossos resultados de ELISA mostraram que as células de carcinoma (SCC4 e
SCC9) secretam constitutivamente niveis reduzidos de IL-1B, IL-10 e IFN-y. A IL-6 e
IL-8 s@o expressas em niveis um pouco maiores pela SCC4 e superexpressas pela
SCCo.

Nosso ensaio de ELISA mostrou que a CEM e PBMC, quando em contato com
0 MC SCC4 e SCC9, reduzem a expressao de IL-1 B, com dados estatisticamente
significativos. A IL-1 € uma citocina mediadora da inflamacéo e apresenta altos niveis
de express@o no microambiente tumoral. E secretada por linfocitos T, macrofagos e
fibroblastos associados ao cancer (CAFs) estimulada pela exposicdo a
carcinégenos(57). Esta diretamente relacionada com a transformagcdo maligna, em
muitos tipos de céancer, incluindo o carcinoma epidermdéide, por promover a

angiogénese, proliferacéo celular e metastase(57,58).

A IL-10 apresentou expressao muito reduzida pelas SCCs e pela CEM e PBMC
em meio ndo condicionado e, quando foram expostas aos MC SCC4 e MC SCC9, ndo
houveram grandes alteracfes na expressao proteica, 0 que era de se esperar, Visto
que a IL-10 é secretada por macréfagos associados ao tumor com perfil M2 ou
linfécitos Trecs, levando a imunossupresséo(46). De forma interessante 0S Nnossos
resultados de caracterizacdo por citometria de fluxo confirmam um pequeno
percentual de células CD4*/FOXP3*, marcacdo caracteristica de células T
reguladoras. Foi possivel observar que a CEM e PBMCs apresentam diferenciacao
para o perfil CD4*, quando cultivadas com os meios condicionados, mas n&o houve

aumento da populacdo com dupla marcacdo CD4*/FOXP3*.

Ao analisarmos os niveis de IFN-y, verificamos que tanto a CEM quanto a

PBMC apresentaram expressao constitutiva dessa citocina, mas quando essas
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células foram expostas ao MC SCC4 e MC SCC9, observamos a reducdo da sua
expressao, com todos os valores estatisticamente significativos. Bussu et al. (2018)
analisaram 0s niveis séricos de algumas citocinas em pacientes acometidos com
cancer de cabeca e pescoco e mostraram que o IFN-y apresentou efeito protetor
guando avaliada em relacdo ao prognéstico, apresentando reducdo dos seus niveis
séricos em pacientes associados com pior prognostico(59). Essa citocina é secretada
por células NK e linfocitos T citotoxicos (CD8™*) através do reconhecimento antigénico
por moléculas de MHC de classe |, gerando resposta citotoxica antitumoral(60).
Apesar de nosso resultado de IFN-y parecer estar de acordo com uma resposta pro-
tumoral, isto pode nédo estar acontecendo, tendo em vista que nossas células ficaram
em contato apenas com o meio de cultivo das células de carcinoma epidermoide, ndo
havendo o contato célula-célula, portanto ndo ocorreu o reconhecimento de antigeno,

0 gque levaria 0 aumento de IFN-y no sobrenadante de cultura.

Nossos resultados mostraram que a IL-6 é expressa pela SCC4 em niveis
menores e aberrantemente expressa pela SCC9. E também produzida
constitutivamente pela CEM e PBMC-A, em niveis mais reduzidos. Quando a CEM e
PBMC séo expostas ao MC SCC4, verificamos que ha uma ligeira reducdo da sua
expressao, no entanto, com valores estatisticamente néo significativos. J& com o MC
SCC9, tanto a CEM quanto a PBMC apresentaram significativo aumento da expresséo
de IL-6. Esta citocina possui acdo pleiotropica que atua na imunidade inata e
adquirida(23). E produzida por diversos tipos celulares, tais como, células endoteliais,
fibroblastos, macréfagos, queratinécitos, linfécitos B e T e células tumorais(45). Tem
acao pro-inflamatéria, estimulando a producdo por proteinas de fase aguda pelo
figado; inibe a geracdo de células Trecs; induz a diferenciagéo de linfocitos B em
plasmacitos secretores de anticorpos; estimula a ativacdo de células NK e linfécitos T
citotoxicos; e medeia a diferenciacao de células T CD4* imaturas em células efetoras
da imunidade(23). Sua sintese desregulada estd relacionada com a proliferacédo

tumoral, metastase e o estado de caquexia no cancer(14,45).

A IL-6 induz a diferenciacdo de células CD34* em células T CD4"* efetoras(45),
0 que esta de acordo com nossos achados de células CEM tratadas com MC SCC4,
e PBMC tratado com ambos meios condicionados, as quais apresentam um aumento
da populacdo de células CD4+.. Entretanto, apesar do significativo aumento da

expressao dessa citocina pela CEM quando em MC SCC9, ela nao foi capaz de induzir
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a diferenciacdo de CEM CD34* em CEM CD4*, pois ndo observamos reducédo da

populacdo CD34* e nem aumento a populacdo CD4*.

Apesar da alta expresséao de IL-6 detectada nos sobrenadantes de cultivo, ndo
houve aumento da expressdo de mRNA de IL-6 apdés tratadas por 24hs, momento
este que foi realizada a coleta do material a ser processado para quantificagéo por
RT-gPCR. Este fenbmeno pode ser explicado pelo fato da producédo de IL-6 ser
altamente regulada, transcricional e pos-transcricionalmente(61), por mecanismo de
feedback negativo, onde a interacdo com seu receptor (IL-6R) ativa STAT3, um fator
de transcrigdo, envolvido em muitas vias de imunossupresséo, que transcreve genes

supressores de sinalizacéo de citocinas (SOCS), inibindo a sua expressao(62).

A IL-8 é uma quimiocina da familia CXC, expressa por mondcitos e macréfagos,
em resposta a estresse, promovendo a migracdo de leucocitos para o local da
inflamacédo e a angiogénese. Por ndo ser foco da nossa pesquisa, nao foi analisada a
populacdo de mondcitos presentes nas PBMC. Estudo recentes tém demonstrado que
as células neoplasicas séo capazes de induzir a diferenciacdo de mondcitos para um
perfil M2, pro-tumoral(63). Os macréfagos associados aos tumores possuem um papel
duplo nas neoplasias, eliminando células neoplasicas e produzindo fatores de
crescimento linfagiogénicos e angiogénicos, citocinas e proteases(64). O ensaio por
ELISA mostrou que a SCC4 e SCC9 expressam IL-8, assim como a CEM e a PBMC-
A, no entanto, quando a CEM foi exposta ao MC SCC4 e SCC9, verificamos que houve
reducao significativa da sua secrecdo, enquanto que a PBMC-A reduziu a expressao
de IL-8 e inibiu a sua secre¢cdo em MC SCC9. Os dados de gRT-PCR mostram o
mesmo resultado para a CEM e o inverso para a PBMC-B. A IL-8 ativa diversas vias
de sinalizacdo que estdo relacionadas com a angiogénese, sobrevida, proliferacao

celular, invasédo e metastase(65).

Os linfécitos Trec tem importante papel na autotoleréncia e na gestdo das
respostas imunes através da imunossupressao, evitando a inflamacéao crénica(27). As
Trecs expressam constitutivamente o receptor da cadeia a da IL-2 (CD25), sendo,
portanto, denominadas CD4*CD25*(30), assim como outros marcadores que nao sao
especificos, mas que colaboram para sua identificacdo, como o receptor para TNF- a
(TNFR)(31). O TGF-B € uma citocina com agao supressora em células alvo e modula

a expressdo de FOXP3, um fator nuclear que exerce fungdes em regides reguladoras



73

especificas no DNA, estimulando ou inibindo a transcricdo de genes especificos pelas
Trecs, podendo alterar o perfil de células T periféricas CD4*CD25  para células
CD4*CD25%(32), secretoras de IL-10, proporcionando um microambiente tumoral
imunossuprimido, favorecendo a progressdao do cancer(19). Algumas citocinas,
incluindo a IL-6 e TNF-a tem a capacidade de inibir o desenvolvimento e fungao das
Trec Nno sitio inflamatorio(23), o que pode justificar a auséncia de diferenciagdo dessa
populacao pela CEM e PBMC-B para CD4*FOXP3*.

Interessantemente, encontramos um aumento da populacdo CD8*/FOXP3* na
linhagem PBMC exposta aos MCs por SCC4 e SCC9. Células com esse perfil
representaram aproximadamente 0,9% das PBMCs(34) e foi mostrado em ratos que
essas células tem atividade imunossupressora por interferirem em respostas imunes
nos tecidos linfoides secundérios, afetando a ativacdo de linfécitos T CD4*(35).
Entretanto, em uma revisdo sistematica, Ruiter et al. ( 2017) mostraram que, dentre
2550 artigos encontrados com marcadores de perfil de células T, 11 deles
demostraram presenca da populacdo de linfécitos Trecs FOXP3* em carcinomas
epidermoide de cabeca e pescoco e que estas células CD8*FOXP3* foram

relacionadas com um bom progndéstico(66).

Nossos resultados sugerem que os produtos derivados das células de
carcinoma epidermoide podem variar entre as linhagens, resultando em respostas
imunoldgicas diferentes pela CEM e PBMC, mas que, em 24hs de exposicdo a esses
meios de cultivo, as células de linfoblastos e células mononucleares do sangue
periférico reagem a favor de uma resposta anti-tumoral, verificada através do ensaio
de viabilidade, no qual as células CEM nao apresentaram reducédo, com proliferacéo
no Controle, e manutencéo do numero de células cultivadas nos meios condicionados,
0 que semelhantemente ocorre com as PBMCs, visto que a reducao da viabilidade
apresentada ndo estad relacionada com a exposicdo aos meios condicionados.
Somando a isto, verificamos que, quando em contato com 0s meios condicionados,
as células entram processo de diferenciacdo celular, confirmada pela reducdo das
populacdes CD34* em ambas as linhagens; pelo aumento da populacdo CD4* na
CEM e PBMCs analisadas; pela reducéo do perfil de células Trecs CD4*FOXP3* e
aumento das células duplo-positivas (CD4*CD8*) e CD8*FOXP3* nas PBMCs.
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Para se obter dados mais precisos sobre as interacfes entre 0s componentes
do TME, é importante a realizacdo de mais pesquisas, com tempos diferentes de
exposi¢cdo aos meios condicionados, bem como aumentar o niUmero de citocinas
avaliadas e anticorpos para definir melhor os perfis imunol6gicos que essas células
estdo assumindo, tendo em vista a grande diversidade de células constituintes do
sangue periférico e os diferentes graus de diferenciacdo que as células podem

apresentar.
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CONCLUSOES

Os produtos derivados das células de carcinoma epidermoide variam entre as
linhagens de carcinoma epidermoide, o que reflete em respostas imunologicas

diferentes;

O meio condicionado derivado de carcinoma epidermoide é capaz de induzir a
diferenciacéo celular de linfoblastos e células derivadas do sangue periférico,
o que foi verificado pela reducdo da populacdo CD34*; aumento da populacéo
CD4*, aumento das células duplo-positivas (CD4*/CD8" e CD8*/FOXP3* nas
PBMCs;

No periodo de 24hs de exposi¢do aos meios de cultivo derivados de carcinoma
epidermoide, as células de linfoblastos e PBMC reagem a favor de uma
resposta imune anti-tumoral, porém apoés este periodo o meio condicionado

parece reduzir a viabilidade destas células.
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TITULO DA PESQUISA: Influéncia do meio condicionado por células de carcinoma
epidermoide de lingua sobre linfoblastos e células mononucleares do sangue periférico

PESQUISADORES:

Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes

Sofia Bevilaqua de Castro

Lucyene Miguita Luiz

Maria Fernanda Settibal Destro Rodrigues

ORIENTADOR/PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes
OBJETIVO PRINCIPAL DA PESQUISA:

Esse projeto tem como objetivo principal verificar a influéncia do meio
condicionado por células de carcinoma epiderméide de lingua sobre células de
linfoblastos (CEM ) e células mononucleares do sangue periférico quanto a viabilidade,
secregdo de citocinas, expressdo génica e diferenciagdo celular, de forma a se
compreender melhor os mecanismos relacionados & carcinogénese, bem como a atuagdo
do sistema imune na progressdo do cancer.

Autorizo a utilizac¢iio das células mononucleares do sangue periférico para a
pesquisa acima descrita. Essas células pertencem ao Biorrepositério da
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