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“Se, a principio, a idéia ndo é absurda, entdo ndo ha esperanca pra ela.”

A. Einstein



“You see I know change

[ see change

[ embody change

All we do is change

Yeah, I know change

We are born to change

We sometimes regard it as a metaphor
That reflects the way things ought to be
In fact change takes time

It exceeds all expectations

1t requires both now and then

See although the players change

The song remains the same

And the truth is

You gotta have the balls to change”

(Vinnie Jones — Change)
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RESUMO

CLARA, R.O. Metabolismo de triptofano em melanomas: O que dizem as células do
microambiente? 2015. 181f. (Tese de doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

O melanoma € composto por células malignas e também por um estroma de sustentagdo que
inclui fibroblastos, células imunologicas, endoteliais, matriz extracelular, dentre outros
fatores. Assim, os tumores ndo sdo entidades independentes, eles interagem ativamente com o
microambiente adjacente de forma bidirecional através de sinais moleculares que modulam o
fenotipo maligno. Um dos sinais bioquimicos para desenvolvimento desse fenotipo se da pelo
catabolismo de Trp pela via das quinureninas, que gera compostos com diversas atividades
bioldgicas, que no tumor estdo envolvidas com tolerancia e imunoescape e, logo, com
progndstico ruim para os pacientes. Até o presente momento apenas o consumo de Trp ¢ a
formacdo de um unico metabolito, a quinurenina (KYN), tem sido associada a malignidade
dos melanomas. A fim de ampliar e elucidar os mecanismos bioquimicos do metabolismo
desse aminoacido em melanomas, estudamos mais de quinze compostos de todas as rotas
catabodlicas de Trp em células da pele, células imunolodgicas, linhagens tumorais ¢ amostras
clinicas de melanoma. De forma inédita pudemos observar que as células da pele tem maior
habilidade de sintetizar KYN quando comparadas as linhagens tumorais, demonstrando que o
catabolismo de Trp peritumoral pode ser responsavel pelos fendmenos de imunotolerdncia e
escape. Além disso, o metabolismo de Trp pode estar envolvido nos mecanismos de
homeostasia da pele, ja que especificamente essas células produzem compostos com atividade
bioldgica nesse o6rgdo. As células imunoldgicas possuem um perfil metabolico completamente
diferente umas das outras: mondcitos, macréfagos e dendriticas possuem maior ativagdo da
via KYN enquanto linfoécitos e neutrofilos possuem maior indugdo da rota que gera serotonina
e melatonina. Mesmo nos diferentes fenotipos de macrofagos, M1 e M2a, foram observadas
marcacdes especificas de metabolismo, que podem estar relacionadas as atividades anti- ou
pro-tumoral dessas células no microambiente. Em amostras clinicas, apesar da principal
diferenca entre nevos e melanomas ser a concentragdo de KYN, diversas outras altera¢cdes no
metabolismo de tiptofano foram observadas, o que mostra a complexa magnitude deste

metabolismo na fisiopatologia da pele.

Palavras-chave: triptofano, metabolismo, melanoma, microambiente.



ABSTRACT

CLARA, R.O. Tryptophan metabolism in melanomas: What do microenvironment cells
can say? 2015. 181f. (Tese de doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

Melanoma is composed of malignant cells and also by a stromal support that includes
fibroblasts, immune cells, endothelial cells, extracellular matrix, among other factors. Thus,
tumors are not separate entities; they actively interact with the surrounding microenvironment
bi-directionally through molecular signals that modulate the malignant phenotype. One of
biochemical signals for the development of this phenotype occurs by Trp catabolism through
kynurenine pathway, that generates compounds with diverse biological activities, which in
tumors are involved with tolerance and imunoescape and therefore with poor prognosis for
patients. To date only the consumption of Trp and formation of a single metabolite,
kynurenine (KYN), has been associated with malignant melanomas. In order to enlarge and
clarify the biochemical mechanisms of this amino acid metabolism in melanomas, we have
studied more than fifteen compounds of all catabolic routes of Trp in skin cells, immune cells,
tumor cell lines and clinical samples of melanoma. In an unique way we could observe that
the skin cells has superior ability to synthesize KYN when compared to tumor cell lines,
demonstrating that the peritumoral catabolism of Trp may be responsible for the phenomena
of immune tolerance and escape. Furthermore, the Trp metabolism may be involved in skin
homeostasis mechanisms, since these cells produce specific compounds with biological
activity in this organ. The immune cells have a completely different metabolic profile among
them: monocytes, macrophages and dendritic cells have greater KYN pathway activation, and
lymphocytes and neutrophils possess greater induction of the route that generates serotonin
and melatonin. Even in different macrophages phenotypes, M1 and M2a, we observed
specific metabolic marks, which may be related to the anti- or pro-tumoral activity of these
cells in the tumor microenvironment. In clinical samples, although the main difference
between nevi and melanomas is the concentration of KYN, a range of other changes in Trp
metabolism were observed, which shows the complex magnitude of this metabolism in the

skin pathophysiology.

Keywords: tryptophan, metabolism, melanoma, microenvironment.



1.0. INTRODUCAO
1.1. O Metabolismo do Triptofano

O triptofano (Trp) ¢ um aminoacido essencial que ¢ utilizado para sintese
protéica mas também pode ser degradado por diferentes vias catabolicas e gerar
compostos com diversas atividades bioldgicas (Peters, 1991; King e Thomas, 2007),
sendo a via das quinureninas (Via KYN) seu principal fluxo catabdlico (Figura 1). Nela,
o Trp ¢ oxidado a N-formil-quinurenina, f-KYN, com subseqiiente deformilagdo por
arilfformidases constitutivas (EC 3.5.1.9), gerando o metabolito quinurenina (KYN), o
produto mais estudado da via KYN.

Duas enzimas sao responsaveis pela catalise do Trp a f-K'YN: a triptofano 2,3-
dioxigenase (TDO, 1.13.11.11), enzima constitutiva hepatica e recentemente
relacionada a fisiopatologia de alguns tipos de cancer (Pilotte et al, 2012) e
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO, 1.13.11.52), enzima induzivel em diversos tecidos
e células, como as células do sistema imune. A reagdo enzimatica catalisada por TDO e
IDO se dd em uma reducao eletronica do ferro presente no grupo heme das enzimas de
seu estado férrico a ferroso, o que permite a ligagdo do L-triptofano e de um ion
superoxido (Cherayil, 2009) ao sitio enzimdatico com posterior oxidacdo do anel
pirrélico, sendo considerada a reagdo limitante para a metaboliza¢ao (Thomas, Witting e
Drummond, 2008).

A KYN pode ser substrato de diferentes enzimas: quinureninase (3.7.1.3), que
gera acido antranilico (AA); quinurenina 3-monooxigenase (1.14.13.9), produzindo 3—
hidroxi—quinurenina (HK); e quinurenina oxo-glutarato transaminase (2.6.1.7), que
produz 4cido quinurénico (KA), por transaminag¢do irreversivel da L-quinurenina (Opitz

etal.,2007).



Ambas enzimas quinurenina oxo-glutarato transaminase (2.6.1.7) e
quinureninase (3.7.1.3) podem hidrolisar HK e produzir &cido xanturénico (XA)
(Gobaille et al., 2008) e acido 3-hidréxi-antranilico (HAA), respectivamente. HAA
também pode ser sintetizado a partir da hidroxilacio de AA por antranilato 3-
monooxigenase (1.14.16.3). HAA pode formar cinavalininato (em uma rea¢do mediada
por catalase (1.11.1.6)) ou seguir a via das quinureninas e, pela enzima 3-
hidroxiantranilato  3,4-dioxigenase (1.13.11.6) ser convertido em 2-amino-3-
carboximuconato semialdeido (ACS), que ¢ rearranjado nao enzimaticamente a acido
quinolinico (QA), que inicia o metabolismo de nicotinamida (NAM). ACS pode
também ser descarboxilado pela ACS  decarboxilase (4.1.1.45) e gerar 2-
aminomuconato semialdeido que ¢ rearranjado a 4cido picolinico (PA) ou ¢ degradado a

Acetil-CoA que entra no ciclo de Krebs (Peters, 1991).

Os ultimos passos da via KYN sdo relacionados ao metabolismo de acido
nicotinico (NA) e nicotinamida (NAM) que ¢ responsavel, dentre outras moléculas, pela
sintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"). Resumidamente, o &cido
quinolinico (QA) ¢ usado pela nicotinato-nucleotideo difosforilase (2.4.2.19, também
conhecida como quinolinato fosforibosiltransferase) para a sintese de nicotinato D-
ribonucleotideo (NrN). Entre outras reagdes, NrN participa da sintese de vitamina B3, o
4cido nicotinico (NA), nicotinamida (NAM) e NAD". Todos esses metabolitos: QA, NA
e NAM podem ser usados por uma célula humana para sintetizar NAD" (Moffett e

Namboodiri, 2003; Keszthelyi, D., Troost, F. J. e Masclee, A. A. M., 2009).
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Figura 1: Via catabolica das quinureninas.

Outra via de metabolizacdo do Trp, € a via serotonérgica/melatoninérgica (via
SER)(Figura 2). Essa via se inicia a partir da hidroxilagdo do Trp, e formagdo de 5-
hidroxi-triptofano  pela triptofano  hidroxilase-2  (1.14.16.4), com posterior
descaboxilagdo pela dopa descarboxilase (ou aminoacidos aromaticos descarboxilase,
4.1.1.28), gerando serotonina (SER), em uma reagdo que utiliza vitamina B6 como co-
fator (Nordlind, Azmitia e Slominski, 2008). Tanto 5-hidréxi-triptofano como a SER

podem sofrer acdo da IDO e serem convertidos a 5-hidroxi-quinurenina e 5-hidroxi-



quinuramina (5-OH-KYM), respectivamente, o que demonstra que as vias KYN e SER

se intercomunicam entre Si.

A SER pode ser catalisada pelas enzimas monoamino oxidases, MAO [em
humanos, principalmente pela MAOa mitocondrial (1.4.3.4) (Tekes, 2008)], e formar 5-
hidréxi-indol-acetalaldeido, que em células do sistema nervoso central encontra-se em
equilibrio com o acido 5-hidréxi-indol-tiazolidina carboxilico [produto da condensagao
do 5-hidréxi-indol-acetalaldeido com uma L-cisteina (Squires et al., 2006)]. Ha
hipdteses de que o produto desse equilibrio, acido 5-hidroxi-indol-acético (HIAA), seja
formado por uma aldeido oxidase I (1.2.3.1) a partir do acido 5-hidroxi-indol-tiazolidina
carboxilico (Xiang et al., 2000), porém outros grupos acreditam que essa formagdo se
dé a partir do deslocamento do equilibrio para 5-hidroxi-indol-acetalaldeido, por agao
de uma aldeido desidrogenase tipo II (1.2.1.3) (Squires et al., 2006). Como produto do
5-hidréxi-indol-acetaldeido tem-se também, 5-hidroxi-triptofol, a partir de uma 6xido-
redutase. O 5-hidréxi-triptofol € o metabdlito de SER encontrado em menor quantidade,
representando apenas 1% do turnover de SER (Keszthelyi, D., Troost, F. e Masclee, A.,
2009). A formacdo dos dois produtos metabolicos da SER, citados acima, sdo
intimamente dependentes da relagdo NAD/NADH (Tekes, 2008) j4 que as enzimas

envolvidas utilizam essas moléculas como co-fator.

Algumas células, como os pinealdcitos, sdo capazes de utilizar SER para a
sintese de melatonina (MLT) através da rota intermediada por N-acetilserotonina. A
SER sofre N-acetilagdo (pela arilalquilamina N-acetiltransferase, 2.3.1.87) seguida de
uma metilagao (acetilserotonina O-metiltransferase, 2.1.1.4), e forma N-acetil-5-metoxi-
triptamina, a melatonina (Lerner ef al., 1959; Sugden, 1989). Devido a essas reagdes os
grupos hidroxila e amina da SER sdo bloqueados o que torna o metabdlito MLT

altamente hidrofobico (Harumi e Matsushima, 2000).
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Figura 2: Via Serotoninérgica/Melatoninérgica do catabolismo de Trp.

A melatonina tem capacidade de capturar radicais de oxigénio e gerar diferentes

metabolitos (Tan et al., 2003). O metabdlito N1-acetil-N2-formil-5-metdxiquinuramina

(AFMK) ¢ considerado o principal metabolito da melatonina, sendo obtido por reacdes

com radicais hidroxila e oxigénio singlete, mas também pode ser produzido por catédlise



enzimatica por mieloperoxidase de neutrofilos (1.11.2.2) (Silva et al., 2005). O AFMK
obtido por oxidacdo da MLT pode ser deformilado por uma formidase e dar origem a
Nl-acetil-a5-metoxiquinuramina (AMK) (Hirata et al., 1974). Juntos, AFMK ¢ AMK
sao os metabolitos da melatonina mais encontrados no sistema nervoso central.

Derivados sulfatados sdao encontrados como metabolitos de MLT em urina.

Apesar das vias KYN e SER somadas serem responsaveis pela quase totalidade
do catabolismo de Trp, uma parte minoritaria do Trp pode ser convertida em
dimetiltriptamina (DMT)(Figura 3). O DMT ¢ um alcaldide inddlico proveniente da
descarboxilagdo do triptofano, formando triptamina (TRY) que ¢ dimetilada por ataque
nucleofilico em uma reagdao catalisado pela enzima triptamina-N-metil-transferase
(INMT, 2.1.1.49) sendo a S-adenosil-metionina (SAM) a doadora de radicais metila
(Jacob e Presti, 2005). Em motoneuronios de ratos, a enzima INMT ¢ co-localizada com
o receptor SIR em (Mavlyutov et al., 2012), o que parece intrigante ja que DMT foi
proposto como um dos ligantes desse receptor (S1R) (Fontanilla et al., 2009), que ainda
tem funcdes a serem elucidadas. A TRY possui também como metabdlito o acido

indolacético (IAA).
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Figura 3: Via de biossintese do DMT, mais conhecida como via das triptaminas (via TRY).



1.2. Metabolismo do triptofano e cancer

A indu¢do do catabolismo de aminoacidos ¢ essencial para a progressao e
regulacdo imunoldgica no cancer (Cantor e Sabatini, 2012). Assim, estudos sobre o
metabolismo de aminoacidos de células tumorais e estromais auxiliam a compreensao

sobre os sinais envolvidos no desenvolvimento e na progressao de tumores.

Um dos exemplos mais antigos da ligacdo entre o aumento do catabolismo de
aminoacidos e cancer € o catabolismo de Trp. Ha mais de sessenta anos os metabolitos
do triptofano foram correlacionados ao cancer (Boyland e Williams, 1956). Depois
disso, grupos de pesquisa buscaram por metabolitos de Trp em urina e soro de pacientes

com diversos tipos de tumores (Leppanen e Oka, 1963).

O impacto do consumo e deplecao de Trp pela via KYN, a partir da inducdo de
IDO em tumores, sobre células do sistema imune faz parte dos principais mecanismos
de tolerancia, imunoescape e progressdao tumoral (Kim, Emi e Tanabe, 2007; Munn e
Mellor, 2007; Swann e Smyth, 2007). IFN-y ¢ o principal indutor de IDO (Yasui et al.,
1986) e pode ser produzido por diferentes células imunoldgicas no microambiente
tumoral (Han et al., 2011; Gajewski, Schreiber e Fu, 2013). Todo este reconhecimento
tem impacto no diagnostico laboratorial e na terapéutica. O aumento da expressao e
atividade de IDO e subseqiiente aumento da razdo KYN/Trp plasmaticos em muitos
canceres tem sido associada a um prognoéstico ruim e a metastases, como por exemplo
em melanomas (Weinlich, Georg et al., 2007; Weinlich, G et al., 2007; Ino et al., 2008;

Speeckaert ef al., 2012).

Apesar da relagdio KYN/Trp ser a mais descrita, outras relacdes entre
metabolitos tem sido apresentadas com relevancia para avaliagdo do progndstico

tumoral, a exemplo, em cancer cervical primario ha um aumento das concentragdes de



QA e uma diminui¢do de KA, apontando a relagdo QA/KA como fator progndstico para
esse tipo de cancer (Fotopoulou et al., 2011). Nao s6 a diferente producao entre esses
metabolitos, mas o direcionamento da via parece estar alterado em processos tumorais.
Neuronios humanos direcionam a via KYN para a sintese de PA, enquanto células de

neuroblastoma humano a direcionam para a sintese de QA (Guillemin et al., 2007).

A 1inibi¢do da enzima IDO tem sido considerada uma estratégia excelente para a
restauracdo da imunidade. Estudos relatam que o tratamento quimioterdpico
convencional associado a inibidores de IDO, imunoterdpicos, tem resultados
promissores no tratamento de tumores (Muller e Scherle, 2006). De fato, diversos
estudos clinicos estdo sendo realizados com diferentes inibidores de IDO (em acesso ao
website clinical trials.gov em 03.01.2015, pode-se verificar mais de 20 estudos clinicos

para inibidores de IDO em andamento).

O inibidor de IDO mais utilizado, que por muito tempo foi descrito como
inibidor padrao ouro ¢ o 1-metil-DL-triptofano (1-DL-MT). Estudos demonstraram que,
apesar de sua forma levogira (L-) ser um inibidor mais potente de IDO1 purificada em
ensaios celulares (Loeb e Koenigsrainer, 2008), sua forma dextrégira possui maior
atividade antitumoral em modelos animais, sendo mais eficaz em reverter a supressao
de linfocitos T mediada por células dendriticas IDOI1 positivas, e portanto foi a
isoforma selecionada para estudos clinicos em humanos (Hou et al.,, 2007). Esta
aparente contradi¢ao foi parcialmente resolvida com a descricdo de outra isoforma de
IDO também expressa em diferentes tipos de tumor, a IDO2, (Ball et al., 2009) que
apresenta 43% de homologia com IDO1 e ¢ altamente inibida pela isoforma dextrogira
(D-) e nao ¢ afetada pela forma levogira. Porém, apesar da descricao de IDO2 em
tumores, em varios estudos a IDO2 foi expressa sem atividade funcional (1-D-MT nao

foi capaz de inibir a formagao de KYN), demonstrando que a principal participacdo na
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degradacao de Trp no processo tumoral e imunoescape ¢ feita por IDO1 (Loeb e

Koenigsrainer, 2008).

E importante enfatizar que IDO pode possuir outras atividades regulatorias na
inducdo da tolerancia, que independem de sua atividade catalitica (Pallotta et al., 2011).
Tal fato exemplifica-se no estudo do modelo knockout de IDO2, onde ha uma forte
interacao genética de IDO2 com os efeitos imunomediados por IDO1 (Metz et al.,
2014). Ja o knockout de IDO1 exibe um robusto fendtipo resistente a tumores de pele
induzidos por acetato miristato de forbol (PMA) (Muller ef al, 2008), efeito nao

observado no knockout de IDO2 (Metz et al., 2014).

Além da participacdo da isoforma IDO 2, trabalhos mais recentes também tem
apontado a importancia da TDO no desenvolvimento e progressdao tumoral e o uso de

inibidores de TDO também tem recebido forte atencao (Pilotte Luc, ef al, 2012).

Apesar do uso de 1-D-MT em estudos clinicos, esse foi incapaz de alterar a
atividade enzimatica de IDO1 em sistema livre de células, e, ao contrario, demonstrou
ser capaz de induzir a expressdo de RNAm e da proteina IDO1 em células SKOV-3, de
carcinoma de ovario. Logo, o tratamento de cancer com 1-D-MT possui efeitos
transcricionais que podem promover, ao invés de suprimir, o imunoescape tumoral
mediado por IDO1. Apesar de trabalhos apresentarem sucesso no uso de 1-D-MT, esses
efeitos devem ser levados em consideragao pelos estudos clinicos (Opitz, Christiane A.
etal.,2011).

Conforme apresentado, a alta expressdao de IDO1 em diversos tipos de tumores
faz com que a via KYN esteja ativada, o que gera aumento dos metabolitos de Trp no
microambiente € no plasma, impedindo a ativagao e resposta do sistema imunologico e
consecutiva eliminagdo do tumor. Todos esses compostos exercem alguma atividade

bioldgica, seja sobre a célula tumoral ou estromal. Apesar da relevancia dos metabolitos
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da via KYN na progressdao tumoral, a comunidade cientifica tem se restringido ao
estudo de IDO e da formacdo de KYN (Suzuki et al, 2010; De Jong et al., 2011).
Apenas mais recentemente alguns mecanismos envolvendo outros metabolitos do Trp

na imunossupressao € no desenvolvimento e progressao dos tumores foi estudado.

A deplegao local de Trp por si sO ja € capaz de gerar anergia e apoptose em
linfécitos T (Platten, Wick e Van Den Eynde, 2012) e associado ao acumulo de
metabolitos, como KYN, gera efeitos de tolerancia e imunoescape. O principal efeito de
KYN se da pela ligagdo ao receptor aril hidrocarboneto, o AhR. Apesar da descri¢ao de
que metabolitos do Trp poderiam induzir a translocag¢ao do receptor (Heath-Pagliuso et
al., 1998), foi recentemente que KYN foi descoberta como ligante endégeno do AhR

(Opitz, C. A. et al., 2011).

A ativagdo do AhR estd envolvida com diversos processos fisiologicos como
proliferagao, diferenciacdo, motilidade e migracao celular e inflamagdao. Nao serdo
abordados os mecanismos, mas, em células tumorais, a ativagdo autdcrina e paracrina
do AhR esta relacionada a um aumento de clonogenicidade e invasao (Gramatzki et al.,

2009).

Os metabolitos subseqiientes a KYN também possuem forte participagdo na
patofisiologia do cancer. HK pode suprimir a proliferagdo de linfécitos T-CD4" e
induzir o desenvolvimento do fenotipo regulatorio (Zaher ef al., 2011). O AA e o HAA
estdo envolvidos com a etiologia do cancer de bexiga (Teulings ef al., 1973) e ambos
metabolitos podem auto-oxidar e gerar radicais intermediarios mutagénicos que, como a
KYN, podem interagir com o AhR (Chung e Gadupudi, 2011). Além disso, o aumento
de HAA induz apoptose em linfocitos T CD8", e a proliferacio de todos os tipos de

linfécitos € bloqueada (Weber ef al., 2006).
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KA ¢ capaz de induzir a adesdo de mondcitos a vasos € promover o
desprendimento de L-selectina da membrana celular de neutrdfilos, indicando seu
potencial na ativacdo e recrutamento de leucdcitos (Barth ef al., 2009). Por outro lado,
KA ¢ capaz de diminuir a producao de fator de necrose tumoral (TNF-a) por células
mononucleares (Tiszlavicz et al., 2011) e também ¢ um potente ligante do AhR
(Dinatale et al., 2010). Recentemente foram descritas suas atividades antimigrativa e
antiproliferativa em células CAKI-2, de tumor renal, e sua concentragdo em tecido de
tumores renais humanos aparece decrescida por volta de quatro vezes os valores

fisiologicos (Walczak, K., 2012.).

Mesmo os compostos finais da via KYN possuem atividade pro-tumoral. PA ¢
capaz de diminuir a proliferacao de linfocitos e de células NK, alterando a produgao de
quimiocinas e o recrutamento de leucécitos (Frumento et al., 2002; Bosco et al., 2003).
Acredita-se também que a atividade de IDO aumente a sintese de QA, NA ¢ NAM ¢
mantenha os niveis de NAD" altos, fator crucial para a proliferagdo celular incessante, o

que ocorre com as células tumorais proliferativas (Chiarugi ef al., 2012).

A via SER também tem sido apontada como forte atuante em processos tumorais
e na resposta imunologica. O aumento da via SER estd relacionado a progressao
maligna em cancer de mama humano (Juhasz et al., 2012) e pacientes com sindrome
carcindide apresentam altas concentracdes de SER e seu precursor 5-hidroxitriptofano

(Shah et al., 2005).

Diferente do que para outros metabodlitos, a MLT ¢ uma molécula com
reconhecida atividade antitumoral. E sugerido que a MLT controla o crescimento
tumoral por sua acdo anti-angiogénica natural (Lissoni ef al., 2001) ou entdo através de

seus efeitos imunomodulatorios, anti-proliferativos e antioxidantes (Bartsch, Bartsch e
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Karasek, 2002). MLT pode também induzir apoptose em células tumorais (Sainz et al.,
2003). Apesar do mecanismo pelo qual a MLT exerce esses efeitos ndo ser totalmente
esclarecido e os resultados originados da utilizacdo farmacologica de MLT no
tratamento de tumores ndo ser consistente, foi observada uma eficacia da MLT na

estabilizacao de alguns tipos de carcinomas (Ravindra, Lakshmi e Ahuja, 2006).

Trabalhos do grupo demonstraram que AFMK e AMK mantém as atividades
biologicas reconhecidas para a MLT e SER sobre células do sistema imune,
particularmente na inibi¢do da produgdo de citocinas e da proliferacdo celular, muitas
vezes em intensidades superiores a propria MLT sugerindo que a metabolizacdo da
MLT a AFMK em sitios inflamatorios teria um forte papel imunomodulatério (Silva et
al., 2000; Silva, S., Rodrigues, M., Carvalho, S., et al., 2004; Silva, S., Rodrigues, M.,

Ximenes, V., et al., 2004) .

Apesar das funcdes descritas para o DMT no sistema nervoso (Riba et al., 2001;
Fontanilla et al., 2009) ndo existem estudos sobre essa via metabdlica em modelos
patologicos. A unica descricdo dessa rota metabdlica no cancer foi realizada pelo nosso
grupo de pesquisa que identificou a habilidade de linhagens tumorais de melanoma
humano em sintetizar DMT, sem caracterizagao funcional dessa molécula (Gomes et al.,
2014). E, sabendo que esse metabolito tem sido proposto como ligante do receptor SIR,
e que esse receptor esta sendo relacionado tanto com sobrevivéncia celular quanto com
invasividade tumoral (Balasuriya ef al., 2012), talvez essa via metabolica seja de suma

importancia do desenvolvimento de algumas neoplasias.

1.3. Melanomas e linhagens celulares
O melanoma ¢ uma neoplasia maligna dos melandcitos que sdo encontrados na

camada basal da epiderme e produzem melanina. Na pele, o crescimento ou alteragao da
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forma de lesdo precursora € progressivo e se faz no sentido radial ou vertical. Na fase de
crescimento radial, a neoplasia invade horizontalmente a epiderme, podendo atingir ou
nao a derme papilar superior. No sentido vertical, o seu crescimento ¢ acelerado através
da espessura da pele, podendo haver rompimento da membrana basal, e formar nédulos
visiveis e palpaveis (Loeffek et al., 2006). Durante sua progressdao, melanodcitos
transformados atravessam a barreira dermoepidérmica e depois migram para a derme,
principal local da propagagao do melanoma (Labrousse et al., 2004). Para isso,
necessita-se primeiramente da aderéncia dessas células nos constituintes da matriz da
membrana basal e do tecido dérmico, seguida de uma posterior degradacdo desta por
enzimas proteoliticas secretadas pelas células transformadas, para que elas finalmente
migrem em direcao a corrente sanguinea (Ntayi ef al., 2004).

Os melanomas s3o tumores solidos historicamente conhecidos como tumores
altamente imunogénicos € sdo compostos por células neoplasicas, ndo-neoplasicas e
imunoldgicas em varias propor¢des, mesmo numa unica lesdo (Ruiter et al., 2002). E
bem caracteristica essa vasta heterogeneidade celular e morfologica, porém a conversa
bioquimica entre essas células (tumoral-tecidual-imune) ¢ bem conservada. Se tornou
evidente que as respostas inflamatorias iniciais e persistentes tem um papel essencial em
estabelecer um ambiente promotor da progressao tumoral. Em alguns casos o infiltrado
de células imunologicas € tdo macigo que chega a compreender mais de 70% das células
do microambiente (Van Kempen et al., 2003). Alids, as caracteristicas imunotipicas das
células imunes infiltradas no tumor estdo associadas com a evolugdo clinica dos
pacientes com melanoma (Erdag et al., 2012).

As células neoplésicas precisam da comunicagdo bilateral seja enddcrina ou
paracrina com as células estromais (fibroblastos, melandcitos, queratindcitos, células

endoteliais e células imunologicas) para adquirir as diversas caracteristicas ou
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assinaturas tumorais (Brandner e Haass, 2013) que fazem do melanoma, um dos
tumores de pele mais letais.

Os melanomas correspondem a apenas 4% dos canceres cutaneos porém sao
responsaveis por 60% a 75% das mortes por tumores de pele com aproximadamente
70000 casos, 8000 mortes em 2009 e um custo de US$ 3 bilhdes anuais somente nos
Estados Unidos (Divito e Ferris, 2010).

O comportamento metastatico estd correlacionado aos fatores de prognostico,
como a espessura do tumor, taxa de mitose, presenca de ulceracdo, infiltracdo de
leucoécitos, idade, sexo e sitio anatdmico (Balch ef al., 2009; Eggermont, Spatz e Robert,
2014).

Na base de dados Isi Web existem 176.000 trabalhos relacionados a palavra
melanoma. Aproximadamente 10% desses estudos sdo relacionados a mutacdes e
proteinas oncogénicas em melanomas, sendo escassos os estudos em metabolismo
(apenas 1%). Para o estudo bioquimico dos melanomas, além de células obtidas por
excisdo cirurgica, linhagens celulares sdo comumente utilizadas. Essas linhagens
apresentam diversas mutacdes (Tormo et al., 2009)(Tabela 1), sendo as mais comuns
em B-RAF, N-Ras ¢ PTEN (aproximadamente 60%, 15 — 20% e 30 — 60%,
respectivamente, dos casos). No painel de células selecionado para o presente estudo
ndo se observa diferencas em p53, Bcl-2, Bcel-xL e caspase 8, em que o primeiro ¢
selvagem e os outros sdo mutados em todas as células.

Tabela 1: Painel de mutagdes das linhagens de melanomas metastaticos utilizadas neste estudo.
Retirado de (Tormo et al., 2009).

Linhagem B-RAF N-Ras PTEN
SK-MEL-19 Mutada selvagem -
SK-MEL-29 Mutada selvagem -

SK-MEL-147 selvagem Q61R +

UACC-62 Mutada selvagem ND

WM-1366 selvagem Q61R ND
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1.4. Metabolismo do Trp na fisiologia da pele e na fisiopatologia do
melanoma.

A hiperpigmentacdo, melanogénese, ¢ a primeira resposta de protecao da pele
aos danos mediados por exposicao a luz UV, porém ¢ um processo bioquimico
energeticamente dispendioso (sintese de melanina). Além disso, a atividade
fotoprotetora da melanina gera espécies reativas que podem ser danosas para a
sobrevivéncia celular (Urabe et al., 1994; Elmets e Athar, 2013). Desse modo, se faz
necessaria uma resposta localizada para restaurar o balango na pele e prevenir efeitos
secundarios indesejados do aumento de sintese de melanina (Yamaguchi e Hearing,

2009).

Os mediadores fisiologicos para restabelecer os niveis basais de
hiperpigmentagdo sao de dificil deducdo devido a sua expressdo e atividade transiente.
Mesmo assim, uma andlise do transcriptoma de melanocitos demonstrou que interferon-
v (IFN-y) estd negativamente associado ao processo de pigmentacdo celular e, o
tratamento com IFN-y foi capaz de suprimir a ativagdo de genes relacionados a
melanogénese, mesmo na presenca de ativadores da pigmentagdo. Em modelo animal de
exposicao a luz UV, IFN-y foi detectado na pele de camundongos ap6s 6 h de exposig¢ao
(Zaidi, M. R. et al., 2011). Em virtude de ser produzido por células imunes no local da
lesdo, o efeito de IFN-y parece ser ideal para a homeostase no tecido (Natarajan, V. T. et

al., 2014).

Em resposta aos agentes radicalares gerados pela exposicdo a luz UV, os
queratinocitos, por sua vez, induzem uma resposta de detoxificacdo pela inducdo da
expressao de heme oxigenase-1 (Natarajan et al.,, 2010). Muito interessante ¢ a
observagao de que a atividade de heme oxigenase-1 mantém um perfil regulatorio e
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tolerogénico em linfoécitos (Brusko et al., 2005), efeito esse que também pode ser
gerado por IFN-y, j4 que o mesmo ¢ capaz de induzir a expressao de IDO (Ozaki,
Edelstein e Duch, 1988) que também possui atividade no desenvolvimento de tolerancia

imunologica.

Nosso grupo de pesquisa descreveu a habilidade de diferentes células da pele em
responder ao tratamento de IFN-y quanto a sintese e atividade de IDO, induzindo a via
KYN (Moreno et al., 2013). Alguns outros compostos da mesma rota metabodlica sao
capazes de alterar a sintese de melanina na pele (Soddu et al., 2004), demonstrando que
o controle exercido por IFN-y na melanogénese talvez se dé por modulacdo do

metabolismo de triptofano.

Estudos realizados com lesdo de pele demonstram a participagao de IDO e
principalmente do metabolito KYN como agentes anticicatrizantes e antifibroticos na
recuperacao de lesdes, ja que KYN e seu metabdlito KA sdo capazes de induzir a
expressao de metaloproteinases de matriz 1 € 3 e suprimir a sintese de colageno tipo-1 e
fibronectina em fibroblastos (Poormasjedi-Meibod et al., 2014). Além de catalise
mediada por IDO no processo de recuperagdo da pele, a luz ¢ capaz de diretamente
induzir a expressao e atividade de TDO em bactérias (Brady e Feigelson, 1973), efeito

ainda nao estudado em células de mamiferos.

Outra relagdo muito interessante entre o metabolismo de triptofano e a lesdo
mediada por UV, envolve a formagdo de fotoprodutos derivados de triptofano (Abel e
Haarmann-Stemmann, 2010) que podem interagir, além de KYN, com o receptor aril
hidrocarboneto (AhR). Em outras palavras, o aminodcido Trp no citoplasma de células
da pele pode atuar como um cromoforo e absorver energia UVB e os fotoprodutos

resultantes ativam a sinalizacdo mediada por AhR, como pigmentacao e inflamagao na
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pele. O AhR ¢ expresso na grande maioria das cé€lulas da pele e pode ser ativado tanto
por xenobidticos € KYN, como por luz UV (Abel e Haarmann-Stemmann, 2010; Opitz,

C.A.etal,2011).

Como apresentado anteriormente, a via KYN gera, além desse metabodlito, uma
gama de produtos, sendo QA, NA e NAM os metabdlitos finais dessa rota. QA ¢
agonista do receptor NMDA (Stone e Perkins, 1981), necessario para a manutengao da
morfologia dos melanocitos (Hoogduijn et al., 2006). QA, NA e NAM podem gerar
NAD". Como a sintese e renovagio de NADPH ¢ essencial para a reciclagem de
glutationa (GSH), ja que ¢ cofator da glutationa redutase, ¢ o sistema GSH/GSSG
representa um dos principais mecanismos de defesa contra radicais produzidos tanto na
pigmentacao como no dano mediado por UV (Ebanks, Wickett e Boissy, 2009; Frasier
et al., 2013), o metabolismo de triptofano pode ainda colaborar com o fornecimento dos

substratos da sintese de NADPH.

Além das relacdes da via metabolica das quinureninas com a resposta protetora
em lesodes supracitadas, a via SER de degradacao do triptofano ¢ altamente relacionada
com o metabolismo normal da pele, e principalmente nos fendmenos de melanogénese e

lesdo (Slominski, Wortsman e Tobin, 2005) .

SER e MLT sao sintetizadas na pele e possuem diferentes fungdes descritas
nesse orgao. A luz UV ¢ capaz de ativar a enzima 5-hidroxi-triptofano descarboxilase,
indicando que a sintese de SER pode ser mediada por luz UV na pele (Fraikin et al.,
1989). SER ¢ descrita como vasodilatador, agente pro-inflamatorio e pruritogénico, e
MLT como horménio e imunomodulador, realcando a importancia dessa outra via

metabolica para a patofisiologia dos melandcitos (Brusko et al., 2005).

17



A MLT endogena ¢ descrita como protetor da integridade da pele e regulador
intacrino de melanogénese (Slominski ef al., 2014). A melatonina produzida na
glandula pineal e envolvida com o ciclo circadiano tém, entre outros alvos, as células da
pele que expressam seus receptores-ligante, MT1 e MT2 (Slominski et al., 2003). Além
disso, as proprias células da pele também sintetizam esse metabolito (Kobayashi et al.,

2005) .

A melatonina tem demonstrado forte atividade anti-genotoxica em
envelhecimento da pele e carcinogénese induzida por UV (Slominski et al., 2014). Ha
também uma relagdo direta entre o dano celular mediado por UV com a indugdo da
expressao de receptores MT1 e MT2 em queratindcitos e melandcitos (Slominski et al.,
2005). Além das atividades de melatonina, seu metabolito N'-acetil-N>-formil-5-
metoxiquinuramina (AFMK) suprime a producdo de espécies reativas de oxigénio
induzida por UV em mitocondria de maneira mais eficiente que a propria melatonina
(Manda, Ueno e Anzai, 2007). Por fim, além de sua varidvel atividade em células da
pele, MLT também suprime a produgdo de espécies reativas em linfocitos (Fischer et

al., 2002).

Além da participacao na fisiologia da pele, a marcacao de IDO1 em linfonodos
sentinela de pacientes com melanoma vem sendo considerada como marcador de ruim
prognostico (Speeckaert ef al., 2012). Nao s6 a marcagdo de IDO em linfonodos, mas a
diminuigao sérica de Trp e o aumento de KYN (aumento da relacio KYN/Trp) tem sido
descrito como marcador progndstico para pacientes com melanoma (Weinlich, Georg et
al., 2007). Assim, duas das vias metabolicas do triptofano participam ativamente da
patofisiologia dos melanomas. Entretanto, o impacto destas rotas metabolicas sobre a
progressao tumoral ndo ¢ conhecida. Apesar das relevantes atividades na pele, no

desenvolvimento e progressao tumoral e na resposta imunoldgica, uma analise completa
18



do metaboloma de Trp em cancer ainda ndo foi realizada, j& que os estudos se
restringiram, em sua grande maioria, a estudar a formagao de KYN (Suzuki et al., 2010;

De Jong et al., 2011).

2.0. OBJETIVOS

A fim de elucidar a participacdo do amplo espectro metabodlico do triptofano em
melanomas, o objetivo desse trabalho foi avaliar as diferentes rotas catabolicas do Trp
em um painel de células que podem compor o microambiente tumoral € em amostras
clinicas de nevos normais, displasicos e melanomas diagnosticados.

Sabendo da essencial participagdo de IFN-y nos processos de eliminacdo e
escape tumoral, esse ultimo via ativacdo da via catabolismo de Trp, também foram
avaliadas as atividades dessa citocina sobre o metabolismo de Trp nas diferentes
células. E, devido ao forte impacto desse metabolismo no processo tumoral e do
crescente uso de imunoterdpicos inibidores de IDO na terap€utica, avaliamos o impacto
de 1-DL-MT e dos isdmeros separadamente 1-D-MT e 1-L-MT sobre o metabolismo de
Trp nas linhagens tumorais de melanoma humano e em células da pele.

Especificamente, estudamos o metaboloma e/ou o secretoma de Trp em:

. Cinco linhagens tumorais de melanoma humano: UACC-62, WM-1366, SK-
MEL-19, SK-MEL-29 ¢ SK-MEL-147;

. Células normais da pele que compde o estroma tumoral: fibroblastos e
melanocitos dérmicos (ATCC PCS-200-012);

. C¢lulas imunologicas que podem ser encontradas infiltradas no microambiente de
melanomas: linfocitos, macrofagos M1 e M2a (derivados de monocitos — MDM1
e MDM2), células dendriticas — maturas e imaturas (mDC e 1DC,

respectivamente) e neutrofilos. A fim de comparar o metabolismo das células
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derivadas de mondcitos com sua célula de origem, também realizamos o estudo
do metabolismo em mondcitos.

. Amostras clinicas de nevo normal, displasico e melanoma diagnosticado.

3.0. MATERIAIS E METODOS
3.1. Condicoes de cultura celular

3.1.1. Linhagens humanas de melanoma e de células primarias da pele
(fibroblastos e melandcitos).

As células das linhagens de melanoma humano UACC-62, WM-1366, SK-MEL-
29, SK-MEL-19 e SK-MEL-147 ¢ os fibroblastos dérmicos humanos foram doados pela
Profa. Dra. Maria Soengas — Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO),
Madri, Espanha. Os melanocitos primarios foram adquiridos da ATCC (American Type
Culture Colection, PCS-200-012).

Todas as linhagens de melanoma foram cultivadas em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (PAA Laboratories, Alemanha) e os fibroblastos foram
cultivados em meio Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) (PAA Laboratories,
Alemanha). Todos os meios supracitados foram suplementados de modo a terem 10%
de soro fetal bovino (PAA Laboratories, Alemanha), 100 IU/mL de penicilina e 100
ug/mL de estreptomicina. Os melandcitos foram cultivados em meio 254CF (M-254CF-
500, Life Technoligies, Carlsbad, EUA) suplementado com Human Melanocyte Growth
Supplement (HMGS) da mesma empresa.

Em todos os experimentos as cé€lulas foram mantidas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO, e a partir do terceiro estigio de cultivo em garrafas de 75 cm’
(Greiner Bio One) e de acordo com o tempo de dobramento de cada célula (curvas de

crescimento foram realizadas para cada tipo celular), as células foram plaqueadas de
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modo a que se obtivesse 60% de confluéncia no poco (placa de 6 pocos; Greiner Bio
One — 4rea de crescimento de 9,6 cm”/pogo) ap6s 24 h do plaqueamento, quando o meio
foi trocado e os estimulos, adicionados. Deste modo foram plaquados 3,5 x 10° células
de SK-MEL-19, 2,5 x 10’ células de UACC-62, 3,0 x 10° células de SK-MEL-29, e 3,0
x 10° células de WM-1366 ¢ 2,5 x 10° células de SK-MEL-147, 2,0 x 10° células de
fibroblastos e 4,0 x 10° células de melandcitos por pogo.

Apo6s 24 h do plaqueamento, o meio de cultura das células foi trocado por novo
meio pré-aquecido a 37°C contendo os estimulos ja adicionados: IFN-y (Imunik —
2 x 10° IU — 0,1 mg, Boehringer Ingelheim, Alemanha) na concentragdo final de 50
ng/mL) e 1-DL-MT (Sigma, St Louis, EUA) na concentra¢do final de 1 mM.

Neste estudo foram realizadas solucdes estoque de 0,5 M de 1-DL-MT, 1-D-MT
e 1-L-MT (Sigma, St Louis, EUA) em NaOH 1 M previamente aos experimentos.
Foram adicionados 40 pL das solugdes estoque em 20 mL de meio de cultura
previamente preparado para obtencdo da concentragao final de 1 mM de 1-MT. O meio
foi levemente agitado e filtrado em filtros 0,22 um (VWR Sterile Filter — Cellulose) e
acondicionado em banho a 37°C por 20 min até ser utilizado. O pH dos meios de cultura
contendo 1-MT ndo apresentaram alteracdo. O IFN-y foi adicionado ao meio de cultura
até concentragdo final de 50 ng/mL, o meio foi levemente agitado e pré-condicionado
em banho a 37°C por 30 min previamente aos experimentos.

Ap6s 24 h do plaqueamento das células em placa de 6 pogos, os respectivos
meios de cultura foram retirados € novo meio RPMI contendo 10% de SFB e com

estimulos foi adicionado (1,2 mL por poco).
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3.1.2. Células imunoldgicas de sangue periférico.

A fim de estudar o metabolismo de Trp de mondcitos, linfécitos e neutrofilos,
aproximadamente 60 mL de sangue periférico de jovens sadios foi coletado em tubos
Vacutainer (367874, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo heparina. Apos a coleta,
o sangue foi separado em aliquotas de 20 mL em tubos ja contendo 10 mL de tampao
fosfato estéril (pH 7,4) pré-aquecido a 37 °C. A separacgao das cé€lulas foi realizada por
gradiente de densidade Ficoll-Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
A solugdo de sangue (30 mL) foi adicionada lentamente a tubos de fundo conico
contendo 15 mL de Ficoll-Histopaque previamente aquecidos a 37°C. Os tubos foram
centrifugados por 30 min, a 18 °C a 900 x g (aceleracao 6, desaceleracao 2). ApoOs
separacao, as c¢lulas mononucleares (mondcitos e linfécitos) foram lavadas em tubo
conico com meio de cultura RPMI sem soro fetal bovino e submetidas a centrifugagao a
400 x g por 10 min. Apds a lavagem com meio de cultura, 20 mL de tampao hemolitico
gelado (0,83% NH4Cl, 0,04% de EDTA e 0,1% NaHCOs3) foram adicionados as células,
que foram centrifugadas novamente. O pellet celular foi lavado com tampao Beads
gelado (tampao fosfato contendo 8,0 nM EDTA e 5% de albumina bovina sérica) e apos
centrifugacdo foi ressuspenso no mesmo tampao (80 pL). Para a selecdo positiva de
monocitos, 20 pL de MACS CD14 MicroBeads human (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemanha, 130-050-201) foram adicionadas e a suspensdo foi
homogeneizada e acondicionada em banho de gelo por 20 min, conforme orientagdo do
fabricante. Apds o periodo de incubacao, 5 mL de tampao Beads foi adicionado e toda a
suspensao foi centrifugada por 10 min a 400 x g, 4°C. O sobrenadante foi descartado e
todas as células foram ressuspensas com 1 mL de tampao Beads. A separagao magnética
foi realizada em coluna LS (130-042-401, Miltenyi Biotec, Colonia, Alemanha)

conforme orientagdo do fabricante. As células CD14 positivas foram centrifugadas,
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ressuspensas em 1 mL de tampao Beads e aplicadas em uma outra coluna LS, a fim de
aumentar a pureza da separacao dos mondcitos. Apos a segunda etapa de purificagdo, as
células CD14 positivas foram centrifugadas e ressuspensas com 2 mL de meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contendo antibidticos penicilina (100
IU/mL) e estreptomicina (50 pg/mL) e soro fetal de bezerro (10%) inativado por calor
(FCS).

Para o estudo de linfocitos, apos a separagao dos mondcitos, o lavado de células
CD14-negativas foi centrifugado, ressuspenso com 10 mL de meio RPMI contendo
antiboticos e 10% FCS e plaqueado por 1 h em placa 75 cm? (TPP, Trasadingen, Suica).
Apos esse periodo, as células ndo aderidas foram retiradas da placa e utilizadas para os
experimentos de metabolismo. O efeito da adicdo de IFN-y sobre o metabolismo de
triptofano foi estudado em todas as células, porém o efeito de fitohemaglutinina
mitogénica (PHAm) sobre o metabolismo, foi apenas estudado em linfocitos e

neutroéfilos.

Para o estudo de neutréfilos, apds a centrifugacdo com Ficoll-Histopaque, a
fragdo de maior densidade, que contém dentre outras células, as hemadcias, foi separado
e adicionado de 20 mL de uma solu¢dao contendo dextran 4% em tampao fosfato. O
tubo de fundo conico foi acondicionado no gelo por 30 min, inclinados a 45° para
permitir completa sedimentacdo dos eritrocitos. O sobrenadante resultante, rico em
granulocitos, foi coletado e a ele foram adicionados 35 mL de tampdo fosfato. O tubo
foi centrifugado a 1000 x g a 25 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento celular foi ressuspenso com 10 mL de agua destilada a fim de eliminar os
eritrocitos contaminantes. Apos 1 min de agitacdo leve, 5 mL de uma solucao de NaCl
2,7% foi adicionada e o volume foi completo para 50 mL com tampao fosfato. O frasco
foi centrifugado novamente a 1000 x g a 25 °C por 5 min e o sedimento celular foi
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ressuspenso em meio de cultura RPMI contendo 10% de SFB. Para todos os
experimentos, o numero total de células foi obtido por contagem em camara de
Neubauer e 1,0 x 10° células foram plaqueadas em placa de 12 pogos (3,8 cm?” cell
culture cluster Costar 3153, Corning Incorporated, Nova lorque, EUA). As células
foram cultivadas em 1 mL de meio de cultura RPMI contendo 10% de SFB e apds 48 h
de cultivo em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,, o meio de cultura foi utilizado para

analise do secretoma e as células foram utilizadas para estudo de metaboloma.

3.2. Diferenciacao de mondcitos de sangue periférico em macréfagos (MDM-
1 e MDM-2a) e em células dendriticas (imaturas e maduras, iDC e mDC).

A fim de estudar a participagdo metabolica das células imunologicas nos
mecanismos de imunoescape via IDO, células imunologicas foram cultivadas,
diferenciadas e o metabolismo de Trp estudado. Para garantir o fen6tipo das células

diferenciadas, ensaios em citometria de fluxo ¢ ELISA foram realizados.

Devido a variabilidade de protocolos na literatura para a geragao de células
dendriticas e macrofagos derivados de monocitos (Smith, Feldmann e Londei, 1998;
Verreck et al., 2004; Way et al., 2009; Rey-Giraud, Hafner e Ries, 2012), entramos em
contato com o grupo do Prof. Dr. José Alexandre Barbuto (Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo), que ¢ referéncia na geragao tanto de células
dendriticas como de macrofagos derivados de mondcitos. Os protocolos utilizados no
presente estudo foram estabelecidos pelo grupo de pesquisa do Prof. Barbuto. Os
protocolos para geracao de DCs ja foram publicados (Oliveira ef al., 2009; Ramos et al.,
2012; Pinho et al., 2014), mas o manuscrito contendo o protocolo para geracao de

macrofagos ainda estd em fase de elaboracao.
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Macrofagos e células dendriticas foram obtidos a partir da diferenciacdo de
mondcitos de sangue periférico de doadores sadios. Os mondcitos foram cultivados em
placa de 6 pogos (2,0 x 10° células por poco) com 2 mL de meio RPMI contendo
antibioticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) e soro fetal bovino
(FBS) ou de bezerro (10%) inativados por aquecimento (FCS), de acordo com o tipo

celular: dendriticas e macréfagos, respectivamente.

Para a diferencia¢dao para macrofagos MDM-1, fator estimulador de colonias de
granulocitos € macrofagos — GM-CSF (50 ng/mL) foi adicionado ao meio de cultura
ap6s o plaqueamento de monocitos. No quinto dia de cultivo, IFN-y (20 ng/mL) foi
adicionado ao meio de cultura e no sexto, lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL) (Figura
4). As células foram cultivadas mais 24 h, quando o meio foi trocado e as células
cultivadas por mais 48 h para andlise do metabolismo. Ja para a diferenciagdo de
macrofagos M2a, fator estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) (50 ng/mL) foi
adicionado ap6s o plaqueamento de monocitos. No quinto dia de cultivo, interleucina 4

—1IL-4 (20 ng/mL) foi adicionada ao meio de cultura e, no sexto, LPS (100 ng/mL) .

As células dendriticas foram diferenciadas a partir da adicdo de GM-CSF (50
ng/mL) e IL-4 (20 ng/mL) as culturas de monocitos. Para a geragdo de dendriticas
maduras (mDC), no quinto dia de cultivo, 50 ng/mL de fator de necrose tumoral — alfa

(TNF-a) foram adicionados e as células foram cultivadas por mais 48 h.

No sétimo dia de cultivo, todas as células (1iIDC, mDC, MDM1 e MDM?2) foram
retiradas da placa e utilizadas para fenotipagem por citometria de fluxo e validagcdo da
metodologia de diferenciagdo. Todas as células foram cultivadas por 7 dias em estufa a
37 °C sob atmosfera de CO, (5%). Para realizacdo dos experimentos de metabolismo,

apo6s os 7 dias de diferenciacdo, o meio de cultura foi retirado € novo meio de cultura foi
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adicionado (1 mL). As células foram cultivadas por 48 h na ausé€ncia ou na presenca de
IFN-y (50 ng/mL). Todos os estimulos usados nesse estudo foram obtidos da marca

Invitrogen, Estados Unidos.

DIA 0 5 6 7 9

| GM-CSF (50 ng/mL)
| IFN-y (20 ng/mL)

LPS (100 ng/mL)

Macréfagos M1
(MDM1)

l e SR(B0Ing/E) Macréfagos M2

| 14 (20 ng/mL) (MDM2)
LPS (100 ng/mL)

‘ Dendritica imatura
(iDC)

l GM-CSF (50 ng/mL) + IL-4 (20 ng/mL)

l GM-CSF (50 ng/mL) + IL-4 (20 ng/mL) Dendritica madura
’ TNF-a (50 ng/mL) (mDC)

Figura 4: Desenho experimental para diferenciacdo de mondcitos de sangue periférico em
macréfagos (MDM1 e MDM2) e células dendriticas (iDC e mDC).

Para avaliar a pureza da separagao de mondcitos obtidos pelo protocolo
de selegdo positiva por afinidade em beads CD14, 2,0 x 10° mondcitos foram incubados
com anticorpo anti CD14-FITC (E-Bioscience, San Diego, EUA) e anti CD3-APC-Cy7
(BD Pharmingen, New Jersey, EUA) em tampao fosfato contendo 3% de FBS por 20
min no gelo. Apds o periodo, 2 mL do mesmo tampao foram adicionados as células, que
foram centrifugadas e ressuspensas em 200 pL do tampao e foram analisadas em
citometro FACSCanto II (BD Biosciences). O mesmo protocolo foi utilizado para
estudar a contaminacao de linfocitos na preparacao de monocitos antes do protocolo de

adesdo celular.

Para estudo do fendtipo de macrofagos foram utilizados os anticorpos anti
CD80-PE, CD86-PE, CD163-PerCp, CD14-FITC e anti CD68-APC intracelular. Para a
avaliacdo da marcagdao de CD68 intracelular por citometria de fluxo se fez necessaria

uma permeabilizacdo celular. O protocolo utilizado foi o indicado pelo fabricante do
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anticorpo (eBioscience — Staining intracellular antigens for flow cytometry). Os
anticorpos para citometria de fluxo acima citados foram obtidos de BD Pharmingen

(New Jersey, EUA) e de e-Bioscience (San Diego, EUA).

O estudo da produgdo de citocinas TNF-a e IL-10 por macréfagos MDM-1 e
MDM-2a, foi realizado no meio de cultura das células apds os sete dias de
diferenciagdo. A produgdo de citocinas foi avaliada por ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay, de acordo com protocolo de fabricantes dos kits comerciais
Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit e Human IL-10 Quantikine ELISA Kit,
ambos do fabricante R&D (catdlogo STAOOC e S1000B, respectivamente; R&D,

Estados Unidos).

A diferenciacdo para macrofagos foi avaliada pelo aumento substancial da
marcacdo de CD68-APC intracelular (Figura 5), que chegou a 80% de marcagdo nas

células estudadas.
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Figura 5: Marcagao de CD68-APC intracelular em MDM-1 apds 7 dias de cultivo.

Para garantir a diferenciacdo para MDM-1 foram avaliadas as marcacdes de
CD86-PE (Figura 6) ¢ a sintese e secrecao de TNF-a (Figura 7). J& para MDM-2 foram

avaliadas as marcacdes de CD163-PerCP (Figura 6) e a sintese e secre¢ao de IL-10
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(Figura 7). O aumento das marcag¢des de CD86 em MDM-1 e CD163 em MDM-2 ja

haviam sido reportadas como marcadores da diferenciacao (Rey-Giraud, Hafner e Ries,

2012). Associadas a sintese e secrecdo de TNF-a por MDM-1 e de IL-10 por MDM-2,

também descritas (Fairweather e Cihakova, 2009; Sindrilaru ef al., 2011), asseguramos

sucesso na obten¢ao de MDM-1 e MDM-2a.
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Figura 6: Marcagao para CD86-PE e CD163-PerCP em macrofagos diferenciados de mondcitos
MDM-1 ¢ MDM-2 e macrofagos de 7 dias de cultivo (M7) de dois doadores sadios (doador 1 ¢
doador 2). Em A sdo apresentadas as marcac¢des de CD163 onde podemos observar que o MFI
para MDM-2 ¢é bem mais intenso, ¢ em B s3o apresentadas as marca¢des para CD86 em que sdo
observadas MFI mais intensas para MDM-1.
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Figura 7: Quantificacdo de TNF-a (A) e IL-10 (B) em meio de cultura de MDM-1, MDM-2 ¢

M7. As diferencas estatisticas foram baseadas em Teste ANOVA com post Tukey (* p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001).

A fim de facilitar a visualizagdo dos diferentes fenotipos celulares obtidos na
diferenciagdo, apresentamos as duplas marcagdes CD86 vs CD163 em MDM-1 e

MDM-2 (Figura 8).
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Figura 8: Dupla marca¢do CD86-PE vs CD163-APC. Em A ¢ apresentada a populagdo de MDM
em tamanho e granulosidade. Em B a dupla marcagdo em MDM-1 ¢ em C a dupla marcacdo em
MDM-2.

Para a geragdo de células dendriticas imaturas (iDC), inicialmente usamos um
protocolo ja descrito (Sousa et al., 2009). Para analise da diferenciacdo, utilizamos

como marcador anticorpos anti-CD1la. Mondcitos provenientes de diferentes doadores
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foram utilizados e citocinas provenientes de dois fabricantes para a diferenciacdo em
iDC foram testadas. Porém, apods vérias tentativas de diferenciagdo, o maior rendimento
de células marcadas para CDla foi de 67% (Figura 9). Mesmo com citocinas, GM-CSF
e IL-4, de diferentes fabricantes ndo foram observadas alteragdes na marcagdo para
CDla. Em todas as tentativas realizadas, as marcacdes variaram de 20% a 70%, e nao
chegaram a 90% como orientado no protocolo, o que demonstra que o CDla ¢

insatisfatorio para a determinacao do fenotipo de células dendriticas.
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Figura 9: Marcacdo de CDla apds a diferenciagdo de mondcitos para células dendriticas
imaturas (iDC). Em A ¢ apresentada a populag@o de células dendriticas imaturas diferenciadas
quanto ao tamanho e granulosidade. Em B ¢ apresentada a fluorescéncia basal das células nao
marcadas. Em C e D sdo apresentadas as melhores marcagdes para CD1a em iDC apds estimulo
de mondcitos com GM-CSF e IL-4 provenientes de diferentes fabricantes BD (C) e Peprotech

(D).
Na literatura, o CDla ndo ¢ utilizado como marcador tnico da diferenciagao
para células dendriticas, mesmo porque ¢ um marcador que pode ser negativo em
algumas das populagdes desse tipo celular (Gogolak ef al., 2007). Com a dificuldade na
defini¢do da populacdo de células dendriticas, contatamos o Prof. Dr. Alexandre
Barbuto (ICB-USP) que nos orientou outro protocolo de diferenciagdo, onde o fenotipo
das células dendriticas obtidas ¢ melhor elucidado (Oliveira et al., 2009; Ramos ef al.,

2012; Pinho et al., 2014).
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Para a determinagdo do fenotipo de membrana da populacdo de células

dendriticas, monocitos foram marcados antes e apos a diferenciagdo para células

dendriticas imaturas com anticorpos anti CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DR e CD14

(Figura 10).
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Figura 10: Fenotipo de membrana de monocitos e iDC para CD40, CD83, CD86, CD14, CD80
e HLA-DR, respectivamente. Sdo apresentadas as freqiiéncias e as medianas das marcagdes.

O aumento de marcagdo para CD40 obtido ja era esperado, bem como o

aumento de CD86. A dendritica imatura, assim como o mondcito, ndo expressa CD83.

Ja o mondcito ndo expressa CD80 que aumenta para iDC, além de uma diminui¢do na

marcacdo em CDI14, caracteristica do processo de diferenciacdo. Os resultados de

marcacao acima apresentados corroboram os dados apresentados na literatura de c€lulas

dendriticas imaturas diferenciadas de monocitos (Ramos et al., 2012; Pinho et al.,

2014).
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A maturagdo de células dendriticas ¢ baseada na adi¢ao de uma outra citocina,
TNF-a, durante o processo de diferenciagao. As mDC adquirem outro fendtipo e devem
aumentar marcagao de membrana para CD40 e CD83 quando comparadas as iDC

(Figura 11).
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Figura 11: Fenotipo de membrana de monocitos, iDC e mDC para CD40, CD83, CD86, CD14,
CD80 ¢ HLA-DR, respectivamente. S3o apresentadas as freqliéncias e as medianas das
marcacgoes.

A analise fenotipica de membrana de dendriticas maduras demonstra um
aumento esperado na marcagao para CD40. CD83 que ¢ outro marcador classico
ativacdo de DC (mDC) ndo apresentou aumento frente as outras células.
Posteriormente, descobriu-se que o anticorpo usado ndo estava funcionando e o
experimento foi realizado novamente (Figura 12) com outro anticorpo. Nesse
experimento podemos observar uma baixa marcacao para iDC que aumenta nas
células mDC, corroborando a fenétipo de ativagao (Pinho et al., 2014). A analise
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morfologica

diferenciado.

Figura 12: Marcagdo para CD83-APC em iDC (1) e mDC (2). Em A s3o apresentadas as

de iIDC e mDC
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(Figura 13) também corrobora o fenotipo
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Somando todos os resultados dos fendtipos celulares acima apresentados,

podemos garantir o sucesso do protocolo de diferenciagdo de mondcitos para células

dendriticas o que nos permitiu avaliar o metabolismo do Trp dessas células.

iDC

mDC

Figura 13: Morfologia das células dendriticas imaturas (iDC) e maduras (mDC) derivadas de
monocitos em diferentes aumentos 10X, 20X e 40X.
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3.2.1. Desenho experimental.

Para o estudo do metabolismo basal das diferentes células imunoldgicas, 1,0 x
10° células foram plaqueadas em placa de 24 pocos (4rea de 1,9 cm?, 15,6 mm didmetro,
Corning) em 500 pL. de meio RPMI contendo 10% de FBS. Para o estudo do efeito de
IFN-y no metabolismo de Trp das células imunolédgicas, foram adicionados 50 ng/mL

de IFN-y (Gibco — Invitrogen) ao meio de cultura.

Além das alteragdoes metabodlicas geradas por IFN-y, no estudo do metabolismo
de linfécitos (células CD3 positivas), um grupo de células foi tratado com 20 pg/mL de
lectina de Phaseolus vulgaris, fitohemaglutinina mitogénica (PHA) — que também foi
adicionada ao meio de cultura no momento do plaqueamento celular. Em todos os
grupos do estudo, as células foram incubadas em estufa a 37 °C sob 5% de atmosfera de

CO; por 48 h, quando os metabdlitos foram extraidos do meio.

3.3. Extracao de metabolitos.

3.3.1. da cultura das linhagens humanas de melanoma e de células
primarias da pele (fibroblastos e melandcitos).

Todos os experimentos com as linhagens de melanoma foram realizados em 4
tempos apds periodo de incubacdo com os estimulos: 3 h, 6 h, 12 h e 24 h e todos os
experimentos foram realizados em triplicata. O método utilizado para estudo do
secretoma ¢ metaboloma de células da pele e das linhagens tumorais de melanoma
humano foi publicado por (Zhu et al., 2011), Regensburg Universitat, Alemanha.

Ap6s o devido periodo de incubacdo o meio de cultura foi separado para
quantificagdo dos analitos de interesse, e as células foram lavadas trés vezes com
Tampao Fosfato (Na,HPO, 7,78 mM, KH,HPO4 2,22 mM, NaCl 277,2 mM e KCl 5,43

mM). Apds o processo de lavagem, foram adicionados 700 pL. de uma solucdo gelada
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contendo metanol 80% em agua MilliQ e 10 uL. da solugdo estoque dos padrdes internos
(PI) e as células foram lisadas por raspagem com uso de extrator (90020 Cell Scraper,
13 mm blade wide, Scraper SPL Life Sciences, Coréia do Sul). Apés homogeneizagao
com pipeta, todo o volume foi retirado dos pocos e foram adicionados mais 500 pL. da
solucdao de metanol 80% para lavar os pocos. ApoOs a extracao, a suspensao contendo a
amostra foi acondicionada em freezer por 1 h e toda a suspensdo foi centrifugada a
10.621 x g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi seco a vacuo e ressuspenso em 100
pL de uma solucao contendo acido formico 0,1%.

Os meios de cultura foram utilizados para estudo do secretoma. O meio de
cultura foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para extracdo dos analitos. Em 100
puL do meio de cultura foram adicionados 10 pL. da solugdo estoque contendo PI e 400
puL de metanol gelado (-20°C) a fim de se obter uma concentragdo final de 80% MeOH
conforme publicado por (Dettmer ef al., 2011). Os tubos foram vortexados por 10 s e
acondicionados a -20°C por 1 h para assegurar completa precipitacio de proteinas,
quando foram centrifugados a 10.621 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado
e seco em evaporador a vacuo (CombiDancer, Hettich AG, Bach, Suiga) e ressuspenso
em 100 pL. de uma solugao contendo acido formico 0,1% em agua e a quantificacao dos
metabolitos foi realizada por cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de

massas.

3.3.2. da cultura de células imunologicas.

Para a extracdo dos metabdlitos, o meio de cultura foi retirado da placa,
centrifugado a 300 x g por 5 min para separar as células ndo aderentes do sobrenadante
celular. O sobrenadante (500 pL) foi adicionado a um microtubo de 2 mL contendo 1,5

mL de metanol gelado. Apds a adi¢ao da amostra, 10 uL. de uma solucao estoque de
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padrdo interno (MLT-D7 417,9 nM, TME 5 uM e HIAA-D2 5 uM) em metanol foram
adicionados aos microtubos, que foram vortexados por 1 min, e armazenados por 1 ha —
20°C para total precipitacdo das proteinas do meio de cultura. Posteriormente, os
microbutos foram submetidos a centrifugacdo a 14.000 x g por 10 min a 4 °C . O
sobrenadante dos microtubos foi separado e filtrado em coluna em placa Phree
Phospolipid Removal (Phenomenex, EUA) para remogao de proteinas e fosfolipideos da
amostra. Posteriormente, as amostras foram transferidas para um tubo de vidro e secas
sob atmosfera de gas nitrogénio, sendo reconstituidas em 100 pL de uma mistura de

agua:metanol (9:1) contendo 0.1% de acido formico.

A fim de elucidar também o metabolismo de Trp intracelular, apds a
centrifugacdo inicial do meio de cultura, ao sedimento das células ndo aderentes foi
adicionado 500 pL de metanol gelado e 10 puL da solugdo de PI. Para células aderentes,
apos trés lavagens com tampao PBS, foram adicionados 500 pL. de metanol e 10 puL da
solucdo de padrao interno aos pogos, € as células foram lisadas por raspagem com uso
de rodo (Scraper SPL Life Sciences). O material obtido foi coletado e os pogos foram
lavados com mais 500 pL. de metanol gelado. Assim, todas as cé€lulas foram vortexadas
por 1 min, centrifugadas e tratadas da mesma forma que as amostras de sobrenadante da

cultura celular.

3.3.3. Das amostras clinicas de melanoma.

As amostras clinicas foram armazenadas em freezer a — 80 °C diretamente apds
a coleta cirurgica. Apos o descongelamento, as amostras foram pesadas e transferidas
para um tubo de vidro de fundo conico, onde procedeu-se a maceracao na presenca de

1,5 mL de metanol e 10 puL da solugdo estoque de PI. As amostras foram maceradas por
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aproximadamente 2 min, quando foram transferidas para um microtubo de 2 mL. O tubo
de fundo conico foi lavado com 0,5 mL de metanol, que foi também adicionado ao
microtubo. As amostras foram armazenadas em freezer a — 20°C por 1h e centrifugadas
a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante foi filtrado
em coluna em placa Phree Phospolipid Removal (Phenomenex, EUA). Apos a filtragao,
as amostras foram transferidas para um tubo de ensaio de vidro, secas sob atmosfera de
gas nitrogénio e reconstituidas em 100 pL de uma mistura de 4gua:metanol (9:1)

contendo 0.1% de acido formico.

3.4. Instrumentacio analitica para estudo do metabolismo de
triptofano.

3.4.1. Em linhagens humanas de melanoma e de células primarias da
pele (fibroblastos e melandcitos).

A quantificagdo dos metabolitos foi realizada em método ja validado e publicado
por (Zhu et al., 2011). Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Agilent 1200 SL (Agilent, Alemanha) acoplado a um espectrometro de massas 4000
QTrap (Applied Biosystems, Alemanha) equipado com Eletrospray como fonte de
ionizacdo operado no modo positivo foi usado. Para aquisi¢do e analise dos dados foi

utilizado o programa Analyst v1.5.1 (Applied Biosystems/MDS SCIEX).

Para realizacdo da cromatografia foi utilizada uma coluna de fase reversa
Atlantis T3 (2,1 x 150 mm, 3 um) (Waters, Alemanha) a 25 °C. Todos os analitos foram
detectados no modo turbo ion spray positivo em modo MRM (monitoramento de
multipla reacdo) com voltagem de 5500 V, e temperatura da fonte i6nica de 500 °C e

com a fonte de gas a 50 psig e o gas de colisdo foi selecionado em intensidade média no
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equipamento. As massas dos analitos, os tempos de reten¢dao e as energias de colisdao

(CE) sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Validacdo do método para quantificagdo do metabolismo de Trp contendo tempo de
retencdo, m/z, energia de colisdo (CE), limite de deteccdo (LOD) e linearidade. (Retirado de

Wentao Z et al 2011).

Analito TRZT::‘:;: m/z m/z CE LOD Linearidade
. emQl em Q3 (nM) (nM)
(min)
NA 2.36 124 80 31 1.0 5,0-10.000
NAM 2.75 123 80 31 0.4 1,0-10.000
QA 3.03 168 149 15 50 100 - 20.000
HK 4.76 225,2 208 13 1.0 2,0-10.000
SER 5.9 177,2 160,1 15 0.6 1,0-4.000
KYN 6.26 209,1 192 13 0.4 1,0-7.500
HAA 7.25 154,2 80 36 3.0 5,0-10.000
TRP 7.57 205,1 118.1 26 10.0 50 -200.000
TRY 7.79 161 144 15 0.2 0,5-1.000
XA 8.12 206,2 160 27 0.3 1,0-5.000
KA 8.56 190,2 144 30 0.3 1,0-5.000
HIAA 9.01 192,2 146 21 2.0 5,0-10.000
AA 10.28 138,2 120 15 0.4 1,0-1.000
IAA-Gly 10.56 233 130 23 0.2 0,5-1.000
ILA 11.19 206,2 130 39 1.0 5,0-10.000
MLT 11.66 233,1 174 21 0.1 0,5-1.000
I1AA 12.37 176,2 130 25 0.3 1,0-7.500
IPA 13.44 190,2 130,1 22 0.6 1,0-7.500

No método validado por Wentao Z, et al, 2011, foram utilizados padrdes
internos (PI) deuterados e solugdes estoque que foram preparadas para que se pudesse

preparar uma mistura (mix) de todos os padrdes internos, apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Pardmetros da otimizagdo dos padrdes internos utilizados para a quantificagdo dos
metabolitos no método de Wentao ef al 2011.

Volume Conc. final
Conc. do do estoque
' Conc. Estoque Est0q~ue MIX de Tempo Ele m/z m/z
Analito D o . Padrao - Retencao em em CE
Estoque | Diluido Interno Padrao (min) 0l Q3
(ImL) para o Interno
Mix (10mL)
mM uM ul M (min) V)
QA d3 14,17 1000 500 50 3.0 171 153 15
TRP ds 10 1000 1000 100 7.54 2120’ 122 26
195,
KA ds 2,88 200 250 5 8.53 ) 149 30
213,
KYN d4 2,827 100 500 5 6.23 1 196 13
HAA d2 5,03 100 1000 10 7.22 1526’ 82 36
IAA d2 10,16 200 500 10 12.35 1728’ 132 25
228,

HK d3 0.2 2000 480 50 4.74 ) 211 13
142,

AA d4 10,49 100 200 2 10.26 1 124 15
237,

MLT d4 4,23 100 100 1 11.62 | 178 21
197,

HIAA ds 5,1 1000 100 10 9 ) 151 21
SER d4 1,636 100 200 2 6.9 lﬁl' 164 15
NA d4 15,58 1000 100 10 2.34 128 84 31

NAM d4 10 1000 100 10 2.72 127 84 31

TAA-Gly | d2 0,5 50 400 2 10.54 235 132 23
TRY d4 8,47 100 200 2 7.77 165 148 14

A separagdo cromatografica dos metabolitos foi realizada a partir de um
gradiente linear de solventes: 0 — 10 min, aumento de 0 —40% B, 10 — 12 min, aumento
de 40% a 95% de B, 12 — 12.1 min diminuicao de 95% a 0% de B, perdurando por mais
5 min. As fases moveis utilizadas foram: A: acido formico 0,1% em &agua e B:
acetonitrila contendo 0,1% de acido formico. O fluxo durante toda a cromatografia foi

de 0,4 mL/min. O efluente da coluna foi diretamente ao equipamento sem uso de Split.
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Como ndo participei de nenhuma atividade da valida¢ao do método de Wentao
Z, et al, 2011 e apenas realizei novas curvas analiticas para quantificagdo dos
metabolitos, solucdes estoque de padrdo interno, manutengdo diaria do equipamento e
analise de meus dados, ndo serdo apresentados os dados de validagdo da metodologia

que se apresentam no trabalho de Wentao Z, et al, 2011.

3.4.2. Em células imunolégicas e amostras clinicas.

Para o estudo do metabolismo de triptofano em células imunologicas e amostras
clinicas, realizamos uma colaboracdo com o Prof. Dr. Ernani Pinto e sua aluna de
doutorado Ariane Rivellis Julio que desenvolveu e validou uma metodologia
bioanalitica para quantificacdo de metabdlitos do triptofano em nosso departamento.
Devido a proximidade de nossos objetivos, trabalhamos e validamos a metodologia em
parceria, porém os dados obtidos no processo de validacdo serdo apresentados

excepcionalmente na tese da respectiva aluna.

O instrumento utilizado ¢ composto por Bombas LC 1250 Bin Pump VL, auto-
injetora 1260 HiP ALS, (todos da Agilent Technologies, California, Estados Unidos)
acoplado a um espectrometro de massas 6460 - triplo quadrupolo LC-MS/MS (Agilent
Technologies, Califérnia, Estado Unidos) equipado com uma fonte ESI, que foi operada
no modo positivo. As andlises foram realizadas a partir do software MassHunter
(Agilent Technologies, Califérnia, Estado Unidos) e os dados coletados a partir do
modo monitoramento de multipla reagdo (MRM). Para a obtengdo dos ions precursor e
produto, energia de colisdo e abundancia de cada ion, uma infusdo direta de uma
solugdo mix contendo 10 pmol.L™" de cada um dos metabolitos de interesse foi aplicada

no equipamento e avaliada pelo software Optmizer (Agilent Technologies, California,
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Estado Unidos) (Tabela 4). Outros parametros obtidos para a analise foram: capilar a
3.500 V, temperatura do gas: 250 °C, vazao do gas: 5 L.min"', nebulizador: 45 psi,

temperatura do gas: 200 °C e voltagem da agulha: 500 V.

Tabela 4: Parametros da otimizagao dos analitos de interesse: ion precursor (m/z), ion produto
(m/z), fragmentor e energia de colisdo (V).

NA 124 80 84 22

AA 138 120 70 14
TRY 161 144 74 18
KYM 165 136 79 14

QA 168 78 60 14
SER 177 160 89 10
KA 190 89 59 14

5-HIAA 192 146 84 46
TRP 205 146 74 10
XA 206 160 50 10

5-HIAA-D2 194 148 80 22

TME 219 160 41 15
* A cor de fundo das células representa qual PI foi utilizado para normalizar as
concentracdes de cada analito, de acordo com a marcagdo da parte inferior da tabela. Para

analise dos metabdlitos em branco, 5-HIAA-D2 foi como PI. Em fundo cinza claro, TME
foi usado como PI e em cinza escuro, MEL-D7 foi usada como PI.

O método cromatografico foi realizado em um gradiente de eluicdo com 10 mM

de formiato de amonio e 0.5 % de acido formico, pH 2, em 4agua MilliQ (Millipore) (A)
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e ACN (B). O volume de injecdao foi de 10 pL e a vazdo utilizada durante toda a
cromatografia foi de 0.2 mL.min"' na coluna Luna C18(2) (150 mm x 2 mm, 3 pm,
Phenomenex). O gradiente de eluicdo utilizado foi: (i) 0 - 15.00 min (100(A):0(B) —
5(A):95(B)), (v/v); (ii) 15.00 — 16.00 min (5(A):95(B)), (v/v); (iii) 16.00 — 17.00 min
((5(A):95(B) — 100(A):0(B)), (v/v); (iv) 17.00 — 22 min (100(A):0(B)), (v/v), para

reequilibrar a coluna.

3.5. Comité de ética em pesquisa.

Para a realizagio desse estudo, foram enviados dois projetos ao Comité de Etica
em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, FCF-USP. O primeiro projeto
objetivou o estudo do metabolismo de Trp em linhagens tumorais de melanoma
humano, células normais da pele e células mononucleares de sangue periférico de
individuos sadios, sendo o seu numero de aprovagao P/CEP/FCF/562. O outro projeto
foi enviado aos comités de ética em pesquisa da FCF-USP e da Fundagdo Anténio
Prudente, o Hospital do Cancer AC Camargo, em Sao Paulo. Nesse projeto, realizado
em parceria com o Nucleo de Cancer de Pele do AC Camargo Cancer Center
objetivamos o estudo do metabolismo de triptofano em amostras clinicas de nevos
normais, nevos suspeitos € amostras clinicas de melanoma diagnosticado. Esse projeto
foi aprovado em ambos os Comités e pode ser avaliado pelo CAAE

21175413.1.3001.5432 no site da Plataforma Brasil.
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3.6. Analise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados comparativos do metabolismo entre as
células foi realizada por teste ANOVA (Analise de Variancia) seguida pelo teste de
Bonferroni. Para os comparagdo do metabolismo entre basal e os tratamentos, foi
realizado Teste t seguido pelo teste de Bonferroni com valor de g selecionado para 0,1.
Os resultados serdo expressos em graficos com erro padrao, de no minimo, triplicata de
trés experimentos independentes. Salvo para o estudo das células imunologicas, em que
os experimentos foram realizados em triplicata de dois experimentos independentes. As
analises estatisticas estdo apresentadas em Tabela na sessdo 8.0. ANEXOS. Outras

abordagens estatisticas também foram consideradas e estdo apresentadas no texto.

4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de promover o entendimento dos resultados obtidos, a presente
secdo foi dividida em duas partes. No primeiro capitulo serdo apresentados os resultados
referentes ao estudo de metabolismo de Trp em linhagens tumorais de melanoma e
células normais da pele e, no segundo, serdo apresentados os resultados referentes ao
estudo do metabolismo de Trp em células imunoldgicas e amostras clinicas. Ao final de
cada sessao sera apresentado um Esquema que ira descrever um resumo dos resultados

descritos.
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CAPITULO 1. Estudo do metabolismo de Trp em linhagens tumorais de

melanoma humano e em células normais da pele.

4.1. Metabolismo de Trp e o efeito da adicdo de IFN-y em melanomas e
células normais da pele.

Devido a particularidade genética das linhagens de melanomas e da forte
participacdo do metabolismo do Trp na fisiologia da pele, estudamos o metabolismo
basal em células da pele, que compde o estroma tumoral (fibroblastos e melanocitos) e

em cinco linhagens tumorais de melanoma metastatico humano.

O Trp ¢ o substrato inicial de todas as vias estudadas e, além disso, ¢ um
aminoacido essencial, sendo largamente utilizado para sintese protéica. O Trp ¢
consumido de maneiras diferentes pelas células, porém pode-se observar que as células
da pele sao as que menos consumiram Trp do meio de cultura, o que pode estar
relacionado aos maiores tempos de dobramento celular quando comparadas as células
tumorais. Por sua vez, KYN ¢ o metabdlito que menos varia entre as células (Figura

14), sendo apenas sintetizado pelos fibroblastos.

Dos metabolitos diretos de KYN, o KA presente no meio de cultura foi
consumido por todas as células, AA foi sintetizado apenas por SK-MEL-147 e pelo
melanocito e HK foi sintetizado principalmente por UACC-62, SK-MEL-147 e pelo
melanocito. Tal efeito parece ser relevante, ja que HK suprime a proliferacao e induz o
fenotipo regulatorio em linfécitos T-CD4" (Zaher et al., 2011) e mostra que mesmo sem
a inducdo de IDO com IFN-y células tumorais e normais da pele podem exercer um
controle direto sobre linfocitos no microambiente. Nao s6é por HK, mas HAA que
também ¢ sintetizado por duas linhagens tumorais e pelos fibroblastos também altera a

proliferacdo de linfocitos CD8" (Weber et al., 2006). Por outro lado, HK ¢ HAA podem
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proteger as cé¢lulas de dano oxidativo mediado por radicais peroxila (Christen, Peterhans
e Stocker, 1990), e representar uma defesa antioxidante local contra o dano mediado por

Trp

luz UV ou processo inflamatorio.
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Figura 14: Via catabdlica das quinureninas em linhagens tumorais de melanoma e em células da

pele (melandcitos e fibroblastos dérmicos).



Os melanocitos foram as unicas células que consumiram totalmente XA e QA do
meio de cultura nas condigdes basais, 0 que sugere que esses metabolitos tenham uma
relevancia biologica para melandcitos normais que ainda nio foi descrita. E interessante
observar que QA ¢ um agonista endogeno do receptor NMDA (Stone e Perkins, 1981),
que ¢ necessario para a manutencdo da morfologia dos melandcitos (Hoogduijn et al.,

2006).

Em cancer cervical primario foi observado um aumento das concentragdes de
QA e uma diminui¢ao das concentragdes de KA (Fotopoulou et al., 2011). Em nosso
estudo, apesar de observarmos um consumo de KA pelos melanomas, ndo observamos
um aumento de QA em todas as células, o que demonstra que esse tipo de relacao

KA/QA nao parece ser plausivel para melanomas.

NA foi totalmente consumido pela maioria das células com excegdo de SK-
MEL-147, que em contrapartida foi a célula que mais consumiu NAM. Recentemente, o
consumo de NAM do meio de cultura foi observado por hepatdcitos normais mas nao
por hepatocitos transformados (Dettmer et al., 2013). Essa diferenca entre células

transformadas e nao-transformadas nao foi observada no par melandcito-melanoma.

Com relagdo a via SER observamos que algumas linhagens sdo capazes de
sintetizar SER, porém a sintese de seu metabolito HIAA foi mais proeminente (Figura
15). A sintese de SER na pele (Slominski et al., 2002) e por células de melanoma
(Mcewan e Parsons, 1987) ja havia sido descrita. Infelizmente, devido a um erro
analitico, a quantificacdo de SER em melandcitos nao foi realizada, o que impediu que

se confirmasse que a sintese de SER na pele seja via melandcitos.

A andlise da via das triptaminas (Figura 16) permitiu observar que algumas

linhagens tumorais sdo capazes de sintetizar triptamina e que outras linhagens bem
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como as células normais consomem triptamina do meio de cultura. Tais resultados,
associados ao fato de que o grupo de pesquisa ja demonstrou a sintese de outro
metabolito da TRY, o DMT, por uma das linhagens desse estudo (Gomes et al., 2014)
apontam a importancia dessa via catabdlica para estudos futuros. De fato, a captacao e
consumo de TRY por melandcitos esta relacionada a fotomodulacao/fotoprote¢ao do
ciclo celular de melanocitos (Iyengar, 1998). Os resultados de captagao de TRY por
melanécitos e por apenas algumas das linhagens tumorais demonstra que talvez um dos
mecanismos de fotoprotegdo em resposta a exposi¢do ao UV seja perdido em alguns
tipos de melanoma. E, ainda, sugere um potencial terapéutico, com relacdo a
susceptibilidade a fototerapias nas células que nao consomem esse metabolito para

manutengao da homeostasia.
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Figura 15: Via serotoninérgica em linhagens tumorais de melanoma e em células da pele
(melandcitos e fibroblastos dérmicos).
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Figura 16: Via das triptaminas em linhagens tumorais de melanoma e em células da pele
(melandcitos e fibroblastos dérmicos).

O tratamento com IFN-y induz um consumo significativo de Trp, principalmente
na linhagem tumoral SK-MEL-147 (Figura 17) e quase deplecdo completa em
melanocitos e fibroblastos primarios. Entre as linhagens celulares, o aumento de KYN
induzido por IFN-y variou de 4- a 50- vezes as concentragdes encontradas no basal.
Como as cé¢lulas tumorais sdo alvos obrigatérios da citocina (Dunn, Koebel e Schreiber,
2006), as diferencas observadas na abundancia de KYN podem ser resultado de
expressao dos receptores de IFN-y (IFNGR 1 e 2) alterada ou devido a expressao

anormal de JAK1/2 ou STATTI entre as linhagens de melanoma estudado.

Em células normais, o aumento nas concentragoes de KYN gerado por IFN-y
variou de 25- nos fibroblastos a 76- vezes em melandcitos as concentragdes encontradas
no basal. A habilidade do IFN-y em afetar o metabolismo das células normais pode
contribuir para processos fisiologicos na derme, como o recém identificado papel de
IFN-y na maturagdo do melanossoma e, assim, na homeostasia da pigmentagao

(Natarajan, V. T. et al., 2014). Além disso, IFN-y tem sido insinuado como agente
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indutor da génese de melanomas induzido por luz, possivelmente pela geracdo de
tolerancia imunoldgica na célula transformada por UV (Zaidi, M. Raza et al., 2011).
Um estudo interessante ¢ que células da pele tratadas com IFN-y sdo capazes de impedir
a proliferacdo de mononucleares em sangue periférico em co-cultura, via catabolismo de

Trp (Schrocksnadel ef al., 2006).

Dadas as mais altas concentracoes de KYN encontradas no sobrenadante de
cultura de células normais da pele e a recente observagdo de que IDO em melanomas
estd expressa no ambiente peritumoral (Chevolet et al, 2014), parece intrigante
especular que as células estromais do microambiente ¢ que produzem a maior parte de

KYN necessaria para o imunoescape de células de melanoma.

O KA ¢ considerado um metabolito imunossupressor associado a invasao
tumoral (Sagan et al., 2012). O metabolito foi secretado apenas por SK-MEL-147 na
presenca de IFN-y, que diminuiu o consumo do KA presente no meio por UACC-62 ¢
melanocitos. O aumento de KA em células tratadas com IFN-y ja havia sido reportado
(Kanth, Lavanya e Srinivas, 2009). No microambiente tumoral, em que IDO parece
estar ativada, a sintese de KYN e conseqiiente KA ¢ capaz de diminuir a secrecdo de
TNF-a por células mononucleares (Tiszlavicz et al., 2011). Apesar da descricdo do
aumento consideravel (aproximadamente 10 vezes) das concentracdes de KA em meio
de cultura de fibroblastos tratados com IFN-y (Asp, et al, 2011), em nosso trabalho

observamos que IFN-y apenas diminuiu o consumo de KA do meio de cultura.
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Figura 17: Efeito de IFN-y sobre a via catabdlica das quinureninas (via KYN) em linhagens
tumorais de melanoma humano e em células da pele (melanécitos e fibroblastos dérmicos). Em
circulos vermelhos pode-se observar as concentragdes basais dos metabolitos e em quadrados
azuis as concentracdes dos metabolitos na presenca de IFN-y.
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A adicao de IFN-y conduziu a secre¢do de HK somente nos melandcitos
primarios. Essa ¢ uma das diferengas mais proeminentes entre as células transformadas
e as ndo-transformadas desse estudo. Como apresentado, HK ¢ capaz de suprimir a
proliferacdao de linfocitos e induzir o fendtipo regulatério nessas células (Zaher et al.,
2011). Conseqiientemente, a sintese e excre¢do de HK e KYN por células normais pode
ser o maior determinante do imunoescape por cé€lulas tumorais. Uma observagao
relevante ¢ a sintese de HK por células epiteliais em concentracdes superiores a propria
KYN quando induzidas por IFN-y (Mailankot e Nagaraj, 2010), o que ndo ocorreu com

nenhuma célula do estudo.

O HK glicosilado ¢ considerado o principal filtro luminoso derivado de Trp nas
lentes oculares humanas e tem habilidade de absorver UVA e gerar oxidacao de acido
ascorbico (Ortwerth, Bhattacharyya e Shipova, 2009). E interessante observar que o
IFN-y ¢ relacionado a pigmentacao em pele exposta a luz UV (Natarajan, Vivek T. et
al., 2014). Junto, esses achados suportam a funcdo do IFN-y em combater o dano
mediado por luz UV ao induzir o metabolismo de Trp. Se for verdade, esse mecanismo

parece ser perdido nas células transformadas.

O IFN-y afetou a producdo de AA de maneira similar a KYN, enquanto que a
sintese de HAA foi apenas induzida significativamente em melandcitos. Ambas
moléculas, AA e HAA, podem autooxidar e gerar radicais antranilil que, como a KYN,
podem interagem com o AhR (Chung e Gadupudi, 2011), que entre outras fungdes ¢
responsavel pelo aumento da proliferagdo tumoral e pela regulacio da melanogénese
(Luecke et al., 2010). A resposta mediada por [FN-y em aumentar HAA na cultura de
melanocitos pode também promover imunotolerancia ja que € conhecido que HAA
altera a proliferacdo homeostéatica de linfocitos T CD8 (Weber et al., 2006) e esta

envolvido com a etiologia do cancer de bexiga (Teulings et al., 1973). Além, HAA e
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HK podem inibir a produgdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias em ambos os
fenotipos de macrofagos (-1 e -2)(Briend et al., 2014). Por outro lado, HK ¢ HAA
possuem forte atividade antioxidante que ¢ importante para processos como a

inflamacao tumoral.

Além das atividades em imunossupressao de IDO, acredita-se que a inducao da
via KYN seja responsavel por manter altos os niveis de NAD' em processos
inflamatorios (Leppanen e Oka, 1963). Além disso, a re-sintese de NAD" é crucial para
a proliferagdao continua de células tumorais (Chiarugi et al., 2012). Apesar disso, IFN-y
ndo afetou a abundancia de nenhum dos substratos da sintese de NAD" - QA, NA e

NAM, em nenhuma das c¢lulas estudadas.

Com relagdo a via SER (Figura 18), o IFN-y ndo foi capaz de alterar a produgao
de SER nem de seu metabodlito HIAA, com exce¢do de UACC-62 em que IFN-y induziu
o catabolismo de SER e conseguinte sintese de HIAA. Um efeito oposto, diminui¢ao
das concentragdes séricas de HIAA, foi reportado em pacientes com melanoma tratados
com IFN-2a (Van Gool et al., 2004). O efeito em UACC-62 de induzir a catalise de
SER e formacao de HIAA pode ser devido a inducao da MAO por IFN-y, efeito ainda
nao descrito. IFN-y ndo foi capaz de alterar a sintese e catabolismo de nenhum

metabolito da via das triptaminas (Figura 19).
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Figura 18: Efeito de IFN-y sobre a via SER em linhagens tumorais de melanoma humano e em
células da pele (melanocitos e fibroblastos dérmicos). Em circulos vermelhos pode-se observar
as concentragdes basais dos metabolitos € em quadrados azuis as concentragdes dos metabolitos
na presenca de IFN-y.
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Figura 19: Efeito de IFN-y sobre a via das triptaminas em linhagens tumorais de melanoma
humano e em células da pele (melandcitos e fibroblastos dérmicos). Em circulos vermelhos
pode-se observar as concentracdes basais dos metabolitos ¢ em quadrados azuis as
concentracdes dos metabolitos na presenca de [FN-y.
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Efeito de IFN-y sobre linhagens tumorais de melanoma humano

Esquema 1: Resumo dos efeitos de IFN-y sobre o metabolismo de Trp em linhagens tumorais de
melanoma humano. IFN-y induz o catabolismo de Trp pela via KYN, induzindo a sintese de
KYN e AA, majoritariamente.
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Efeito de IFN-y sobre células da pele: mondcitos e fibroblastos

Esquema 2: Resumo dos efeitos de IFN-y sobre o metabolismo de Trp em células normais da
pele: fibroblastos e melandcitos. IFN-y induz o catabolismo de Trp via KYN, em maior
intensidade que nas células tumorais, induzindo a formagdo de HAA e HK, especificamente.
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4.2. Efeito da adicao de 1-DL-MT sobre melanomas e células normais da
pele.

Ao avaliarmos o efeito direto da mistura racémica de 1-MT nas culturas
celulares (Figura 20), observamos que o tratamento gerou um aumento significativo das
concentragdes de Trp no meio de cultura das células do estudo. Mesmo na andlise do
metabolismo intracelular, houve aumento das concentragdes de Trp intracelular no
tratamento com 1-MT. Sabendo que Trp ¢ um aminodcido essencial e que células
humanas nao sao capazes de sintetizar tal aminoacido, procuramos na literatura algum
estudo com 1-MT que mostrasse tal efeito. Foi quando descobrimos um trabalho que
havia sido publicado semanas antes por (Schmidt et al., 2012), que descreve que lotes
de diferentes fabricantes de 1-MT estdo contaminado com Trp, que € substrato da
sintese quimica do inibidor. Ou seja, o inibidor classico da enzima IDO vem

contaminado com o substrato da mesma enzima.

Na tentativa de avaliar a contaminacao dos lotes utilizados nesse estudo,
solugdes 200 uM de 1-DL-MT, 1-D-MT e 1-L-MT (todos obtidos da empresa Sigma,
Alemanha) foram aplicadas no cromatografo para deteccdo e quantificagdo de Trp
contaminante. As contaminagdes obtidas foram de, aproximadamente, 1,25 % de Trp
em 1-DL-MT (Lote #MKBC7435V — 97% de pureza), 6,08 % de Trp em 1-L-MT
(#MKBF4000V — 95% de pureza) e 2,153% de TRP em 1-D-MT (Lote #MKBH8464V

— 95 % de pureza).

55



Trp

80+
=
Z oo i
2
[} |
0] [l L]
g []
S 404 3
§ [} L]
8 -
S 204
o
T T T T T T
P2 ¥ & v € x€
¥ oF N &S
T R I AR
& & & F & ¢ &
AA KYN KA
1.59 0.20
= 0104 s g
g E H 2 o015
< <« 5 104 —_> o
2 2 2 L
S iy iy (]
g . . 4 £ o10] I
] ]
P oo S O P —
3 = k 3 I - 8 8 . - - 3 .
000 ——T—T—T—T— T 00— P
[ SR i O ° P 2 @ ©  a© o N 4
N & N, 2 > RO & P & 0 N &
SRS & & ¢ D o & & b & & ¥ &P
& & &5 & £ & & & & & &9 & &
HAA HK XA
0.034 0.06+ 0.05+
g g £ o0.04
2 3 2 2
S 002 €« o 004 —> 3 E
& L 0034
o i g 1 o
: £ i £ o
8 0014 x i 8 0024 = . L
5 $ 5 = S I I 1
s 3 3 o001 [ I f 1
- -
0. ¥ T T L — + T 0.00 P é:. PN T T 0. T T T T T + T
) I’ & 5 04 ] o o N » © <0 ) S © Y ) )
@9 & I ‘@5 (\b&x v\#\ & E g @.\ & ‘@3‘ &\k ‘f’b & \@5‘* Qb&‘ ‘o"b@\
2 b 3 S & S
A R R & & & & F & & & F & F & ¢ y @o
QA NA NAM
0.39 ! 0.5 10+
o ] , T
0.4 8-
g i g f £ 14 | i
o 029 —> < — i
8 i ] 034 w6
g i § !
t £ t
] § 02 [1 g 4
S o1 3 8 -
§ § i § :
o 8 0.1 « 1 S 2
-
[y =
0 T T T ": N T 0.0-— ¥ T T T T T T T T T T T T
& » © P X & & < S [ ® & ¥ ©
& & FOI ol & & Y & @@ > & [, N & 9
R 2 & & & @ e 3 e & & e e 3 [ & N
& o & é‘}& S & é‘_.\“ é}“ & NS ¢ & ,‘}“ {}“ IS {:@ & &

Figura 20: Efeito de 1-MT sobre a via KYN em linhagens tumorais de melanoma humano e em
células da pele (melanocitos e fibroblastos dérmicos). Em circulos vermelhos pode-se observar
as concentragdes basais dos metabolitos € em quadrados azuis as concentragcdes dos metabolitos
na presenca de 1-MT.
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Interessados no efeito da contaminacao na concentragdo final de Trp no meio,
foram adicionadas concentragdes de 1 mM dos diferentes enantiomeros ¢ da mistura
racémica de 1-MT ao meio de cultura utilizado nos experimentos (Figura 21). A
disponibilidade de Trp — substrato inicial do estudo do metabolismo, encontra-se muito
diferente nos grupos estudados, o que explica a obtencao do aumento das concentragdes

de Trp nas células tratadas com 1-DL-MT.

Desde a descrigdo da atividade inibitéria de 1-DL-MT, muitos trabalhos
utilizaram-no como mistura racémica e os racematos separadamente. Nunca antes do
trabalho de Schmidt, ef al, 2012, havia sido reportada uma contaminacao com Trp, ja
que na maioria dos trabalhos se reporta a inibicao enzimatica de IDO pela diminuig¢ao
das concentracdes de KYN. Toda a literatura até o presente momento tem utilizado 1-
DL-MT, com aproximadamente 95% a 97% de pureza, que foram os mesmos reagentes

utilizados nesse estudo.

Efeito da adigdo de 1 mM de 1-MT na Concentragéao
de TRP em Meio de Cultura

1504

1004 *kk

Concentragao (pM)
g
*

\4 < £\

Adigédo de 1 mM de 1-MT

Figura 21: Contaminagdo de Trp apos adi¢do de 1 mM de 1-MT no meio de cultura RPMI
(contendo 10% SFB) utilizado nos experimentos celulares. (***, p<0,001).
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Nao s6 a mistura racémica apresentou contaminagdo, como também as formas L
e D de 1-MT, com maior contamina¢do em 1-L-MT, o que faz com que comparemos 0s
resultados ja publicados para essas moléculas na inibigao de IDO in vitro e in vivo.
Talvez, o fato de 1-L-MT apresentar melhor inibicado de IDO e inferior capacidade de
redu¢do de tumores solidos, se deva ao fato de que as concentragdes que 1-L-MT
atinjam no microambiente tumoral sejam inferiores, ¢ devido ao fato do Trp contido em
I-L-MT — mas nao o Trp contido em 1-D-MT (D-Trp) — ser proteinogénico, haja
participacdo nessa resposta contraditoria. A exemplo dos efeitos de Trp contido em 1-
MT, o Trp presente em lotes de 1-L-MT ¢ capaz de antagonizar a inibi¢do de células T

mediada por IDO (Schmidt et al., 2012).

Mesmo com a descricdo de que 1-MT ¢ capaz de induzir a expressdao de IDO1
em células tumorais (Opitz, Christiane A. ef al., 2011), em melanomas 1-MT nao
alterou as concentragdes basais de KYN, indicando que ou ndao houve indugdo da
expressao de IDOI1, ou essa proteina ¢ expressa sem atividade catalitica. Apesar de nao
alterar KYN, 1-MT foi capaz de alterar os seus metabdlitos diretos KA, AA e HK. O
aumento na producdo de KA na maioria das células estimuladas com 1-MT foi mais
evidente que no estimulo por IFN-y, onde apenas se observa o efeito em SK-MEL-147.
Diferente para o que observamos nas células tumorais e em melandcitos, em modelo
murino de estresse induzido, a administragdo de 1-MT nao alterou as concentragdes

(plasmaticas) de KA (Kiank et al., 2010).

O é4cido xanturénico (XA), que ¢ considerado um dos metabdlitos de Trp com
atividade antioxidante (Christen, Peterhans e Stocker, 1990) e foi recentemente descrito
como agente quelante in vivo (Lima et al.,, 2012) apresenta-se em concentragdes

aumentadas em trés linhagens estudadas quando tratadas com 1-MT.
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Nao se observam alteragdes nos metabdlitos finais da via KYN, com excec¢ao de
NA em UACC-62, em que 1-MT impediu seu consumo do meio de cultura
significativamente (Zaher et al., 2011). NA pode impedir a adesdao de mondcitos a
células epiteliais (Tavintharan, Lim e Sum, 2009) e ¢ capaz de reverter lesdes em
células da pele causadas por UV (Bermudez et al., 2011). Porém, apesar de diversas
funcdes, talvez sua participagdo no desenvolvimento tumoral seja principalmente na

sintese de NAD".

Com relagdo a via SER, 1-MT apenas alterou as concentragoes de HIAA (Figura
22), impedindo sua sintese e induzindo o seu consumo do meio de cultura em todas as
células, com exce¢do dos melandcitos, chegando a, aproximadamente, 10% dos valores
encontrados no basal. Tal resultado, somado a um trabalho anterior do grupo, onde
publicamos de forma inédita que 1-MT induz a sintese de melatonina MLT nas mesmas
linhagens tumorais, mostra que na presenca de 1-MT, a SER, ao invés de ser
direcionada para HIAA, ¢ direcionada para a sintese de MLT (Moreno ef al., 2013). Tal

efeito comprova efeitos secundarios de 1-MT sobre o metabolismo de Trp.

A via das triptaminas, representada por TRY e seu metabolito IAA nao parece
sofrer com o estimulo na maioria das células (Figura 23). Um efeito observado foi a
capacidade em induzir a sintese de IAA em UACC-62. Apesar de [AA ser um
reconhecido indutor da capacidade fagocitica de neutréfilos em ratos e protetor da
génese de carcinoma hepatico (Mourao et al., 2009) ndo se conhece seu papel no
processo tumoral. Apesar dos resultados obtidos demonstrarem a capacidade de 1-MT
em atuar diretamente no metabolismo, ampliando as possibilidade deste em participar
de diferentes processos bioldgicos, esses resultados devem ser analisados sob a otica da

contaminac¢do de Trp, que ¢ o substrato para a sintese de todos os compostos do estudo.
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Figura 22: Efeito de 1-MT sobre a via SER em linhagens tumorais de melanoma humano e em
células da pele (melanocitos e fibroblastos dérmicos). Em circulos vermelhos pode-se observar
as concentragdes basais dos metabolitos ¢ em quadrados azuis as concentragcdes dos metabolitos
na presenca de 1-MT.
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Figura 23: Efeito de 1-MT sobre a via das TRY em linhagens tumorais de melanoma humano e
em células da pele (melandcitos e fibroblastos dérmicos). Em circulos vermelhos pode-se
observar as concentragdes basais dos metabolitos e em quadrados azuis as concentragdes dos
metabolitos na presencga de 1-MT.
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Efeito de 1-MT sobre linhagens de melanoma e células da pele

Esquema 3: Efeito de 1-MT sobre o Metabolismo de Trp em linhagens tumorais de melanoma
humano e células da pele. 1-MT induz a formagao de AA, KA ¢ XA. Alem disso, 1-MT ¢ capaz
de inibir a formagdo de HIAA, e direcionar a formagdo de MLT (resultado publicado por nosso
grupo em Moreno, et al, 2013).

Com intuito de avaliar o potencial inibitério de 1-MT sobre a formagao de KYN,
tratamos as células com 1-MT conjuntamente com IFN-y (Figura 24). Mesmo com a
contaminag¢do de Trp em 1-DL-MT podemos observar que as concentragdes de KYN sao
inferiores quando IFN-y e 1-MT s3o adicionados conjuntamente as células,
demonstrando a capacidade inibitéria de 1-DL-MT tanto nos melanomas, como nas
células da pele. Ao dividirmos as concentragdes de KYN obtidas no grupo IFN-y sob as
concentragdes obtidas no grupo IFN-y com 1-MT, a fim de testarmos a capacidade
inibitoria de 1-MT, observamos que 1-MT inibe de forma variavel a produg¢ao de KYN
pelas células estudadas: valores aproximados dessa razao sao: 8,3; 4,0; 2,9; 2,5; 1,7, 1,6
e 1,5 vezes, respectivamente correspondentes a UACC-62, fibroblastos, SK-MEL-19,
WM-1366, melanocitos, SK-MEL-29 e SK-MEL-147. O efeito inibitério de 1-MT ja

havia sido reportado em outras células tumorais (Hou et al., 2007).
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Figura 24: Efeito de IFN-y (circulos vermelhas) e de IFN-y e 1-MT conjuntamente (quadrados
azuis) sobre a via KYN em linhagens tumorais de melanoma humano e em células da pele
(melandcitos e fibroblastos dérmicos).
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KYN foi o metabdlito mais induzido no tratamento com IFN-y ¢ mesmo com a
inibicao por 1-MT de sua sintese, esse tratamento associado a IFN-y ndo foi capaz de
inibir a sintese de outros compostos. Como exemplo tem-se AA, que sO teve suas
concentragdes decrescidas na cultura de SK-MEL-147 e nos melandcitos. 1-MT inibiu a
formacao de HAA em melandcitos, mas ndo foi capaz de inibir a formagao de HK pela

mesma célula, ndo alterando outros metabodlitos quando em conjunto com IFN-y.

Na via SER, 1-MT manteve seu efeito em impedir a sintese de HIAA mesmo na
presenca de IFN-y (Figura 25). Apesar das concentragdes de TRY e SER nao alterarem
com os estimulos, as concentracdes de seus metabolitos diretos IAA (Figura 26) e
HIAA, apresentam-se alteradas com os tratamentos em algumas das células,

demonstrando que as diferentes rotas podem se intercomunicar.

Os graficos que apresentam os resultados das quantificagcdes intracelulares
(metaboloma) ndo serdo apresentados devido a alta similaridade com os resultados
obtidos para o meio de cultura e, apesar de quantificarmos alguns metabdlitos, o
sedimento celular demonstrou-se insuficiente para completa analise do metabolismo.
Ademais, focamo-nos em apresentar os dados de secretoma, ja que sdo os metabolitos
excretados que serdo uteis no microambiente para regulacao dos efeitos de imunoescape

tumoral.
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Figura 25: Efeito de IFN-y (circulos vermelhas) e de IFN-y ¢ 1-MT conjuntamente (quadrados
azuis) sobre a via SER em linhagens tumorais de melanoma humano e em células da pele
(melandcitos e fibroblastos dérmicos).
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Figura 26: Efeito de IFN-y (circulos vermelhas) e de IFN-y ¢ 1-MT conjuntamente (quadrados
azuis) sobre a via TRY em linhagens tumorais de melanoma humano e em células da pele
(melandcitos e fibroblastos dérmicos.
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Esquema 4: Efeito de 1-MT sobre o Metabolismo de Trp em linhagens tumorais de melanoma
humano e células da pele tratadas com IFN-y. 1-MT inibe a sintese de KYN ¢ HIAA em todas
as células e de HK ¢ HAA pelas células da pele. Mesmo na presenga de IFN-y, 1-MT ¢ capaz de
induzir a sintese de KA e XA.

4.3. Efeito dos enantiomeros de 1-MT, 1-D-MT e 1-L-MT, no metabolismo de
Trp em melanoma SK-MEL-19 e em fibroblastos dérmicos.

No intuito de testar a atividade inibitéria dos enantidmeiros de 1-MT
separadamente, 1-D-MT e 1-L-MT, o mesmo experimento foi realizado em fibroblastos
(Figura 27) e em SK-MEL-19 (Figura 28) que foram tratados com os enantidmeros
puros, € ndo com a mistura racémica. Nao obstante as diferentes contaminagdes de Trp
nos racematos — conforme apresentado anteriormente, podemos observar que 1-L-MT
foi capaz de inibir a formagao de KYN na presenca de IFN-y, aproximadamente 4 vezes

mais que 1-D-MT em SK-MEL-19.

Efeitos similares de 1-L-MT e 1-D-MT foram observados nas quantificagdes de
HIAA, em que os dois inibidores foram capazes de diminuir a concentracao do
metabolito nas duas células estudadas. D- e L-1-MT também foram capazes de aumentar
as concentragdes de XA e de HAA no melanoma SK-MEL-19, sendo que o ultimo

metabolito ndo foi observado nos fibroblastos. Podemos observar também que
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independente da célula estudada, 1-D-MT foi capaz de aumentar as concentragdes de
AA ¢ de TRY e somente nos fibroblastos aumentar as concentragdes de NA. Ao

adicionarmos 1-L-MT observamos somente aumento em IAA em ambas as células.

Efeito dos enantidmeros de 1-MT (D- e L-) sobre o metabolismo de Trp
em cultura de fibroblastos
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Figura 27: Efeito de 1-D-MT e 1-L-MT sob o metabolismo do Trp em fibroblastos dérmicos.
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Efeito dos enantidmeros de 1-MT (D- e L-) sobre o metabolismo de Trp em
cultura de SK-MEL-19
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Figura 28: Efeito de 1-D-MT e 1-L-MT sob o metabolismo do Trp em SK-MEL-19.

Neste mesmo experimento procuramos avaliar qual das formas racé€micas
apresentou melhor inibi¢dao da sintese de KYN comparando o resultado com a mistura

racémica (Figura 29).
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Figura 29: Efeito dos enantiomeros 1-D-MT e 1-L-MT e da mistura racémica 1-DL-MT sobre o
metabolismo do Trp em fibroblastos ¢ SK-MEL-19.
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Apesar de 1-D-MT ser reconhecido como melhor agente antitumoral (Schmidt et
al.,2012), 1-D-MT nao apresentou inibicdo da formagdao de KYN tanto em SK-MEL-19
como nos fibroblastos, efeito também observado em células HelLa tratadas com IFN-y
(Lob et al., 2009). Logo, apesar do uso da isoforma D- do composto ser aplicada em
estudos clinicos, 0 mesmo nao deve ter como mecanismo atribuido a inibi¢ao de IDO,
nem em tumores que expressam IDO2 (Lob et al., 2009). Uma possibilidade se da pela
sua habilidade de interagir com sinalizacdo mediada por TLR em células dendriticas,
um mecanismo independente de IDO (Agaugue et al., 2006) ou pela mais recente

descri¢do de seu potencial inibitério de mTOR (Metz et al., 2012).

Ao compararmos a atividade inibitoria de todas as moléculas testadas, observa-
se que a mistura racémica foi a que mais impediu a formacao de KYN. Talvez, 1-L-MT
nao tenha sido o melhor inibidor devido a mais alta contaminag¢dao com Trp, apresentada
anteriormente. Esta ¢ a primeira descricdo das alteracdes metabolicas causadas pelos

1sdmeros de 1-MT no metabolismo de Trp.

CAPITULO 2. Estudo do metabolismo de Trp em células imunolégicas.

4.4. Metabolismo basal de Trp e o efeito da adicio de IFN-y em células
imunologicas.

As células do sistema imunologico consumiram Trp de maneiras muito
similares, com excecdo de MDM-1 (M®1) e nos neutrofilos (N)(Figura 30). O
macrofago M®1 consome completamente o Trp do meio de cultura, o que ja € esperado
J& que essa célula ¢ tratada, durante o protocolo de diferenciagdo, com IFN-y. Conforme
apresentado, a deplecdo de Trp via IDO em macréfagos ¢ parte das atividades
citostaticas e antiproliferativas em linfécitos mediadas por IFN-y (Munn et al., 1999;

Schrocksnadel et al., 2006). Além do mais, a deplecao de Trp modifica os efeitos de
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IFN-y em macrofagos. Em culturas depletadas de Trp, a inducao de NO sintase (iNOS)
mediada por IFN-y ¢ restringida, demonstrando que essa redugdo da disponibilidade de
Trp por M®1 pode modificar a funcdo dos macréfagos e possivelmente o resultado final
da resposta imunologica (Chiarugi et al., 2003). Esse consumo exacerbado de Trp
parece ser um dos mecanismos de controle das atividades de macréfagos, ja que do
mesmo modo, o 6xido nitrico (NO), produto da catalise mediada por iNOS, inibe a
atividade de IDO mediada por IFN-y (Thomas, Mohr e Stocker, 1994). Depois de MO1,
os mondcitos foram as células que mais consumiram Trp do meio de cultura, efeito que
ja € reportado para monocitos de diferentes doadores (Schrocksnadel et al., 2006). J& os

neutrofilos (N) ndo consumiram Trp do meio de cultura durante as 48 h de cultivo.

A formacao de KYN segue o perfil de consumo de Trp em M®1. Nenhuma das
outras células estudadas sintetiza KYN na condicao basal. Mesmo em mDC, onde ha
indu¢do da maturacdo com TNF-a e ¢ considerada uma das principais apresentadoras de
antigenos (Guermonprez et al., 2002), ndo se observa inducao do catabolismo de Trp
pela via KYN. De fato, em células dendriticas, o estimulo isolado com TNF-a ndo ¢
capaz de induzir a expressdao de IDO (Braun, Longman e Albert, 2005). Apenas quando
associado a outros indutores de IDO, como IFN-y, TNF-a foi capaz de atuar de modo
sinérgico na inducao da expressao de IDO e conseguinte formagdo de KYN (Robinson,

Hale e Carlin, 2005).
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Figura 30: Via KYN em mondcitos de sangue periférico humano (Mono), macréfagos derivados
de mondcitos (M®1, M®2 e M®7), células dendriticas imaturas e maduras (Dim e Dm),
linfocitos (L®) e neutrofilos (N).

Um fato encontrado para linhagens tumorais de melanoma e que se repete para
as células imunologicas ¢ o consumo quase que completo de KA do meio de cultura,
com excec¢ao dos diferentes macréfagos que consumiram menos KA do meio. KA ¢ um
ligante do receptor GPR35, encontrado em células imunologicas e participa dos
mecanismos de imunomodulagdo (Wang et al., 2006). Ja AA ¢ sintetizado pela maioria

das células imunolédgicas no estado basal, o que ndo acontece nas cé¢lulas tumorais.
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Apesar das atividades antiproliferativas de varios metabodlitos da via KYN, AA ndo
possui efeitos sobre a proliferagao de linfocitos (Bauer et al., 2005). A relevancia da

sintese desse metabdlito ainda esta por ser elucidada.

XA ¢ consumido do meio de cultura, com excecdo dos neutréfilos, que
sintetizaram e excretaram esse metabolito para o meio de cultura. A sintese de XA por
células do sistema imunologico nunca fora antes reportada. Esse resultado curioso
corrobora o fato de XA ser encontrado em patologias com forte neutrofilia, como em
liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide (Nurcombe, Bucknall e Edwards,

1991).

A sintese de QA por macréfagos (Heyes, Saito e Markey, 1992) e células da
microglia (Heyes et al., 1996) ja foi reportada. No presente estudo, acrescentamos que a
sintese de QA ocorre apenas para o subtipo M®2 e para a populagdo nao-diferenciada
M7, sendo que essas células podem ser a fonte de QA, para que as outras células do
microambiente tumoral sintetizem NAD', que é o que ocorre em gliomas e estd
associado com malignidade desse tipo tumoral (Sahm et al., 2013). Outro fato
interessante ¢ que a sintese de QA em determinados microambientes pode gerar morte
das células estromais, como ¢ o caso do sistema nervoso, onde o QA produzido por
macrofagos podem gerar morte de células corticais, num mecanismo dependente de
receptores glutamato (Chiarugi et al., 2001). Essa atividade neurotoxica de QA ¢ muito
conhecida (Foster et al., 1984) e esta relacionada diversas patologias (Adams et al.,

2012).

Outro resultado interessante ¢ que no fendtipo imaturo as dendriticas sdo capazes
de sintetizar QA, o que ndo acontece pela célula madura. Talvez isso seja relacionado ao

fato de iDCs serem células residentes, com baixa atividade migratoria (Gunzer et al.,
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2000) e participem do metabolismo do microambiente, € quando ativadas — indu¢do de
maturacdo que tem entre suas carateristicas, alta atividade migratéria; participam de
outros processos bioquimicos. Com relagdo ao outro substrato da sintese de NAD", NA
¢ totalmente consumido pelas dendriticas € em menor proporcao pelas outras células.
NA ¢ sintetizado apenas por M®2 e M7, demonstrando ainda mais o potencial dessas
células em subsidiar a sintese de NAD" no microambiente tumoral. Além disso, NAD" é
capaz de regular a sintese de citocinas como TNF-a e IL-6 em fagdcitos mononucleares,
com implica¢do em varias patologias (Van Gool et al., 2009), o que reitera ainda mais a
importancia do estudo do metabolismo nos diferentes fenodtipos de macrofagos e

dendriticas.

Com relacdo a via SER, todas as células consumiram SER do meio de cultura
(Figura 31). Esse consumo por macrofagos estd relacionado a suas atividades
imunoregulatorias (Jackson et al., 1988) e fagociticas (Freire-Garabal ef al., 2003). Em
dendriticas, a captacdo de SER esta relacionada as fungdes de interagao com células T
no tecido linfoide. A habilidade de DCs seqiiestrarem SER pode influenciar diretamente
as funcdes de linfocitos, ja que esses sdo conhecidos por serem sensiveis a alteragdes

nas concentragdes de SER (O'connell et al., 2006; Ahern, 2011).

O consumo de SER ¢ seguido pela sintese para diferentes metabolitos de acordo
com o tipo celular: monodcitos e neutrdfilos sintetizam HIAA, enquanto M2 e M7
sintetizam melatonina. Linfocitos sintetizam ambos metabodlitos de SER, HIAA e MLT.
A sintese de MLT por linfocitos, assim como seu papel na imunomodulagdo, ja foi

descrita (Carrillo-Vico ef al., 2004).
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Figura 31: Via SER em monocitos de sangue periférico humano (Mono), macrofagos derivados
de mondcitos (M®1, M®2 e M®7), células dendriticas imaturas e maduras (Dim e Dm),
linfocitos (L®) e neutrofilos (N).

Mais uma interessante alteragdo metabolica entre M®1 e M®2 foi a sintese de
MLT por M®2. O fendtipo M®P2 esta relacionado ao processo de remodelamento
tecidual, reparo e cicatrizagdo (Biswas e Mantovani, 2010) e a sintese de melatonina
também pode estar relacionada a essas atividades, ja que MLT, além de possuir efeitos
imunomodulatorios e ser conhecida pelo seu forte potencial antioxidante, participa do
reparo em danos na pele (Fischer et al., 2008) e na cicatrizagdo (Soybir et al., 2003).

Muito se tem estudado sobre as principais caracteristicas dos dois fenotipos de
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macrofagos M1 e M2 (Biswas e Mantovani, 2012) e nosso estudo colabora nessa

descri¢cdo ao mostrar caracteristicas metabolicas de Trp distintas (Esquema 5).

NOS2
Ferritina M1 ARG1 .
Glutationa Ferroportina
Glicdlise Oxidac¢do de acidos graxos
COX2 Cox1
Receptor de folato
KYN / AA M2 o) e

Esquema 5: Adaptado de (Biswas e Mantovani, 2012). Adicionamos as assinaturas
metabolicas de M1 e M2, ao sintetizarem especificamente KYN ¢ AA ¢ QA e MLT
respectivamente.

Dentre os efeitos imunomodulatérios mediados por MLT, os mais estudados sdo
estimular a producao de células Natural Killer, monocitos e linfocitos, alterar o balango
de linfocito T helper Th-1 e Th-2 e induzir a producao de citocinas importantes como as
interleucinas 2, 6 ¢ 12 (Srinivasan et al., 2008) e, além disso, inibir a producao de IFN-y

mediada por PHA em linfocitos (Finocchiaro ef al., 1988).

AFMK, o metabdlito direto de MLT ¢ sintetizado por M®1, M®2 e
principalmente M®7. A oxidagdo de MLT a AFMK em macrofagos ocorre
principalmente em um mecanismo dependente de mieloperoxidase e independente de
IDO (Rodrigues et al., 2003). Um dado interessante ¢ que tanto MLT como seu
metabolito AFMK tem, entre outros alvos, os neutréfilos, células em que a producao de
TNF-a e IL-8 induzida por LPS ¢ inibida na presenca desses metabolitos (Silva, S.,
Rodrigues, M., Ximenes, V., et al, 2004). Apesar da sintese de AFMK, o seu

metabolito desformilado AMK nao foi sintetizado por nenhuma das células do estudo.
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A sintese de quinuramina (KYM) por células do sistema imunoldgico ainda nao
foi reportada. Apenas monoécitos e M®P7 possuem a habilidade de sintetizar esse
metabolito, que € o principal metabolito que inter-relaciona via KYN com a via SER,

demonstrando essa habilidade em células imunolégicas.

O estudo do metabolismo basal da via TRY (Figura 32) mostra que as células
dendriticas € mondcitos sdo capazes de sintetizar [AA e apenas M®7 ¢ capaz de
sintetizar DMT. Sabendo que IAA ¢ agonista do AhR (Heath-Pagliuso et al., 1998),
nossos resultados demonstram em primeira mao a habilidade de células dendriticas

sinalizarem a ativacdo do AhR em outras células, imunologicas ou nao.
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Figura 32: Via TRY em monocitos de sangue periférico humano (Mono), macréfagos derivados
de mondcitos (M®1, M®2 e M®7), células dendriticas imaturas e maduras (Dim e Dm),
linfocitos (L®) e neutrofilos (N).
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Esquema 6: Metabolismo de Trp basal de células imunoldgicas: monoécitos e suas células
derivadas macrofagos M1 e M2 e células dendriticas iDC e mDC, linfocitos e neutrofilos.
Podemos avaliar que as células consomem diferentes metabolitos do Trp e produzem em seu
metabolismo basal compostos das diversas rotas metabolicas do aminoacido.

Sabendo do essencial papel de IFN-y na ativagdo da resposta imunoldgica e na
indugdo do catabolismo de Trp nessas células, gerando imunotolerancia e conseqiiente
imunoescape, também estudamos o metabolismo de Trp nas células imunologicas
tratadas com essa citocina. E, sabendo da a¢do de fitohemaglutinina mitogénica (PHA)
sobre a ativacdo de linfocitos, e da descri¢do de que PHA induz a sintese de MLT em
linfécitos, essas células foram tratadas com PHA para que avalidssemos todo o
metabolismo de Trp com esse tratamento. Também estudamos o efeito de PHA sobre o
metabolismo de Trp em neutréfilos j4 que PHA pode induzir a citotoxicidade mediada

por essas células (Dallegri et al., 1983).
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Figura 33: Efeito de IFN-y (quadrados azuis) e de PHA (tridngulos verdes) sobre a via KYN em
células imunolégicas. O basal ¢ apresentado em circulos vermelhos.

O tratamento com IFN-y levou a deplecio de Trp no meio de cultura de
monocitos e suas células derivadas, dendriticas e macrofagos (Figura 33). Aqui,
podemos ampliar a discussao realizada para a deple¢do de KYN encontrada apenas no
metabolismo basal de M®1 para as outras células, ja que as dendriticas também
depletaram o Trp do meio, € podem, na presenga de IFN-y, induzir a supressao da

proliferacao de linfocitos (Hwu et al., 2000; Terness et al., 2002). Assim, o impacto do
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consumo e deple¢do de Trp sobre células do sistema imune faz parte dos principais
mecanismos dos processos de tolerancia, imunoescape e progressao tumoral (Kim, Emi
e Tanabe, 2007; Munn e Mellor, 2007; Swann e Smyth, 2007), e aparentemente, as
células imunoldgicas e as c€lulas da pele somadas, no microambiente em melanomas,

sdo capazes de induzir esses fendmenos.

O tratamento com IFN-y induziu a formacdo de KYN em todas as células com
excecao de M®1 e neutréfilos. Como para a geragdo de M®1, as células sdo tratadas
com [FN-y, o posterior tratamento com a mesma citocina ndo induz maior formacao de
KYN. Os mondcitos foram as células mais responsivas a IFN-y ao produzir as mais
altas concentragdes de KYN, demonstrando que esse tipo celular também pode atuar na
supressao de linfocitos T, o que pode ocorrer via catabolismo de Trp em transplante de
medula (Hainz et al., 2005). Outro resultado que chama atencao ¢ a baixa habilidade das
células dendriticas em produzir KYN. Apesar dessa producao ser baixa na presenca de
IFN-y, a indugdo de IDO em dendriticas requer indugdo do receptor AhR (Nguyen et
al., 2010), o que pode ocorrer via outros metabdlitos da via KYN ou pela propria KYN
de outros tipos celulares, como as células da pele. J& o PHA foi capaz de induzir a
formacao de KYN da mesma maneira que IFN-y em linfécitos, corroborando estudos

anteriores (De Ravin et al., 2010).

Ao compararmos as concentracdes de KYN produzidas pelas células da pele
com as c¢lulas imunolédgicas, podemos observar que as células normais da pele
produzem muito mais KYN do que as células imunoldgicas, o que avigora a hipdtese de
que as cé€lulas normais peri-tumorais ¢ que colaboram, em sua maioria, para o

imunoescape de melanomas.
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Um resultado interessante ¢ que ambos fenotipos de dendriticas apresentaram as
mesmas concentracdes de KYN quando tratadas com IFN-y. A co-estimulagao de TNF-
a com [FN-y gera um aumento sinérgico na indugdo de IDO em dendriticas, comparado
com o tratamento de IFN-y isoladamente (Robinson, Hale e Carlin, 2005). Porém, o
tratamento com TNF-a na diferenciagdo com posterior indu¢do do metabolismo com
IFN-y nao foi capaz de gerar esse feito sinérgico, ja que as concentracdes de KYN para

ambos fenotipos tratadas com IFN-y foram similares.

Somente em M®2 o tratamento com IFN-y impediu o consumo de KA do meio
de cultura. Apesar de KA também ser um ligante do receptor AhR (Dinatale et al.,
2010), em apenas uma (melanoma SK-MEL-147) das quinze células estudadas o
tratamento com IFN-y foi capaz de induzir a sintese de KA, demonstrando que
provavelmente o ligante enddégeno de AhR que produza seus efeitos imunomodulatorios

seja o metabolito KYN.

Assim como em melanomas, IFN-y foi capaz de induzir a sintese de AA em
M®2 e em ambos fenotipos de células dendriticas. Apesar de AA ainda nao ter uma
relevancia bioldgica descrita no microambiente tumoral, o excesso desse metabolito no
microambiente em tumores de pele, como os melanomas, onde h4a maior penetrabilidade
de luz UV, pode haver formacdo de radicais antranilil que possuem potencial
carcinogénico e também podem se ligar ao receptor AhR e gerar supressao do sistema

imunologico (Chung e Gadupudi, 2011).

Apesar da relevancia de AA ainda nao ter sido descrita no tumor, vale ressaltar
que o acido antranilico tem sido grupo farmacofodrico para diversos agentes antitumorais
analogos metabolicos, como o tranilast. O tranilast ¢ um agente quimioterapico com

mecanismo de ac¢do ainda ndo completamente elucidado, mas capaz de suprimir a
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expressao ¢ atividade de TGF-B (Darakhshan e Pour, 2014), importante citocina nos
processos de invasdo, regulacdo imunologica e modificagdo do microambiente tumoral
(Massague, 2008). Devido a forte relagdo de derivados antranilicos e dos metabdlitos do

Trp com o sistema imune, talvez AA tenha também atividades imunomodulatorias.

Diferente do que foi encontrado para melanomas, onde IFN-y ndo alterou as
concentragdes basais de XA, nas células imunes derivadas de mondcitos a citocina
induziu o consumo completo desse metabolito do meio de cultura. Embora IFN-y tenha
apenas inibido o consumo de NA em M®1, foi em QA que observamos seu maior
efeito, induzindo a sintese de QA em todas as células derivadas de mondcitos,
principalmente em dendriticas imaturas, que a secrecdo desse metabodlito chega a ser
trés vezes superior a dos niveis basais. Em melanomas e células normais da pele IFN-y
ndo foi capaz de alterar a sintese de QA, mas talvez a sintese desse metabolito esteja
relacionada as células imunologicas nos processos inflamatérios para a alimentacao do
metabolismo de nicotinamida e NAD", crucial para a proliferagio continua de células
tumorais (Chiarugi et al., 2012). A capacidade da microglia em sintetizar e excretar esse
metabolito para o microambiente, onde células tumorais de glioma humano captam e
usam para a sintese de NAD" (Sahm et al., 2013) e o potencial de macréfagos em
sintetizar esse metabolito (Heyes, Saito e Markey, 1992) somados aos nossos
resultados, reforcam as enzimas do metabolismo de NAD+ como alvo metabodlico e

imunoterapico para o tratamento de alguns tumores malignos (Chiarugi et al., 2012).

[FN-y nao direcionou a via SER para formagdao de HIAA, mas sim para a sintese
de KYM principalmente em M®2 e linfocitos (Figura 34). A sintese de KYM por essas
células na presenga de IFN-y demonstra que as vias KYN e SER em células do sistema
imune podem se intercomunicar, ¢ gerar diversos efeitos imunomodulatérios. IFN-y

também impediu a sintese de MLT provavelmente por esgotamento de Trp, mas
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também por inducao da sua oxidacao, ja que ha um aumento do seu metabolito AFMK
em M®2, dendriticas imaturas, linfocitos e neutrofilos, esses ultimos também passam a
produzir AMK. Tais resultados demonstram que a forte atividade regulatoria de
linfécitos também se da via metabolismo de Trp, ja que MLT, AFMK e AMK afetam a
atividade microbicida de neutrofilos (Silva et al, 2006), possuem atividade
antiinflamatéria sobre macréfagos (Mayo et al.,, 2005) e AMK e AFMK também

possuem as atividades imunomodulatorias da MLT (Silva, S. O. et al., 2004).

E apenas no estudo da via SER que observamos a mais importante atividade
metabolica de linfocitos e neutrofilos tratados com IFN-y e PHA. PHA foi capaz de
induzir a sintese de MLT, efeito ja observado por (Carrillo-Vico et al., 2004), e KYM
de modo mais acentuado que IFN-y que por sua vez teve mais efeito sobre a catalise de
MLT, na sintese de AFMK e AMK, como ja apresentado. Devido ao fato de neutrofilos
expressarem os receptores de IFN-y , IFNGR1 e 2, que estdo, entre outros processos,
relacionados a quimiotaxia, o IFN-y poderia, além de suas fungdes quimiotaticas no
processo inflamatoério, induzir o metabolismo de Trp pela via SER nessas células. O
aumento de AFMK e AMK em neutréfilos pode estar muito correlacionado ao efeito de
burst oxidativo induzido por IFNy (Shalaby et al., 1985; Ellis ¢ Beaman, 2004) via
inducdo de mieloperoxidase, enzima responsavel por catalisar a formacao desses

metabolitos (Ximenes ef al., 2005).
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Figura 34: Efeito de IFN-y (quadrados azuis) e de PHA (tridangulos verdes) sobre a via SER em
células imunolégicas. O basal € apresentado em circulos vermelhos.

Na via catabolica menos estudada, via TRY, IFN-y induziu a sintese de IAA e

DMT por linfécitos e de DMT por macréfagos M2 e dendriticas imaturas (Figura 35).
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Figura 35: Efeito de IFN-y (quadrados azuis) ¢ de PHA (tridngulos verdes) sobre a via TRY em
células imunolégicas. O basal € apresentado em circulos vermelhos.

Neutrofilos tratados com PHA também foram capazes de sintetizar DMT. Todos
os resultados obtidos com andlise da via TRY somados demonstram que essa via deve
participar ativamente de processos inflamatorios. E descrita a habilidade de TRY ligar-
se ao receptor AhR e induzir sua translocacao (Heath-Pagliuso et al., 1998), porém nao
se sabe a habilidade de seus metabolitos DMT e IAA atuarem como ligante desse
receptor. Apesar disso, nosso grupo de pesquisa descreveu a habilidade de DMT inibir
IDO (Tourino et al., 2013), o que somado aos presentes resultados demonstra que o
proprio IFN-y induz a sintese de um metabolito que possa controlar uma excessiva

indugdo de IDO.
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Efeito de IFN-y sobre mondcitos e células derivadas de mondcitos:
macrdéfagos e dendriticas.

Esquema 7: Efeito de IFN-y sobre o metabolismo de Trp de células imunoldgicas: mondcitos e
suas células derivadas macrofagos M1 e M2 e células dendriticas iDC e mDC. IFN-y induz ao
consumo de Trp e XA pelas células e formacao de KYN, AA e QA. Alem disso, IFN-y inibe a
formacdo de MLT.

KYN ~ SER TRY
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Esquema 8: Efeito de IFN-y sobre o metabolismo de Trp de linfocitos. IFN-y induz a formagéo
de KYN, TRY e IAA, além de induzir a catalise de MLT a AFMK e AMK.

4.5. Metabolismo de Trp em amostras clinicas.

Devido a morosidade na aprovacao do comité de ética para estudo de amostras
clinicas, até o presente momento s6 foram realizadas duas andlises do metabolismo de
Trp: uma em nevo normal e a outra em amostra clinica de melanoma diagnosticado
(Figura 36).
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Embora ainda ndo tenhamos analisados todas as amostras clinicas, podemos
observar que, apesar de KYN sérico e IDO nos linfonodos sentinela serem considerados
os marcadores de malignidade de melanomas, o mesmo ocorre no microambiente
tumoral, onde as concentragdes de KYN foram aproximadamente 420 vezes superiores
a do nevo normal. Apesar de observarmos a deplecdo de Trp no estudo das células
tratadas com IFN-y, ndo observamos deple¢ao do mesmo no microambiente tumoral, o
que faz com que acreditemos que ndo ¢ a deplecao de Trp que ¢ responsavel por parte
dos efeitos imunoregulatorios do metabolismo, mas sim, a forte indugdo de KYN e seus
metabolitos, KA, AA e NA que foram passiveis de serem quantificados apenas na
amostra de melanoma, metabdlitos esses que ou foram induzidos por IFN-y nas cé€lulas
imunes (KA) ou nas células tumorais e imunes (AA). Ressaltamos também que na
analise do metabolismo intracelular das linhagens tumorais e células de pele, IFN-y

induziu a captagao de Trp pela maioria das células (Figura 37).
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Figura 36: Vias catabolicas do Trp (via KYN (A), SER ¢ TRY (B)) em uma amostra clinica de
melanoma (cinza escuro) € um nevo normal (cinza claro).

XA apresentou o mesmo perfil que no estudo das células, ndo sofrendo
alteragdes importantes. Ja NA, pode ser quantificado apenas na amostra clinica,

. . . A . . ’ +
indicando a importancia dessa via para a sintese de NAD no tumor.

A analise de SER apenas na amostra de melanoma, demonstra que talvez esse

metabolito participe dos processos imunobioquimicos na pele, como na

imunotolerancia. Podemos observar uma diminuicdo de MLT ¢ aumento de AFMK na

amostra clinica, o que foi observado para as células imunologicas tratadas com IFN-y .
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Figura 37: Concentragdo intracelular de Trp em linhagens celulares de melanoma e em células
normais da pele. Em quadrados azuis sdo apresentadas as concentragdes de Trp apds o
tratamento com [FN-y.
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Esquema 9: Metabolismo de Trp na amostra clinica de melanoma comparada coma amostra de
nevo normal. S8o apresentados os metabolitos que estdo alterados na amostra de melanoma que
ndo estdo na pele normal.
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5.0. CONCLUSOES

Devido a forte participacdo de IFN-y e do catabolismo de Trp nos mecanismos
de imunoescape e conseqiiente prognoéstico de tumores, o estudo do consumo de Trp,
atividade de IDO/TDO e formagao de KYN em fluidos bioldgicos tem sido recorrente.
Muito se tem sugerido sobre a ativacdo da via KYN na patofisiologia da
pele/melanomas. Porém, se fazem escassos os estudos que aprofundam o conhecimento
sobre as vias metabdlicas do Trp em células da pele, melanomas e células imunologicas,

e principalmente no microambiente tumoral.

Acreditando no envolvimento essencial de todo o metabolismo desse
aminoacido na fisiologia da pele, nos mecanismos imunoregulatorios € na conversa
entre sistema imunologico, células estromais e células tumorais no microambiente,
principalmente em melanomas, ¢ que nosso estudo questiona exaustivamente quais
metabolitos sdo realmente produzidos por quais tipos celulares e em quais condigdes.
Nesse sentido, avaliamos mais de vinte metabolitos em dezesseis tipos celulares que
participam dos diversos processos fisiologicos e patoldgicos. Sob a 6tica da pergunta
que gerou o titulo da presente tese, as células que participam do microambiente de

melanomas podem nos dizer que:

- O metabolismo basal de Trp das células ndo transformadas nao difere do
metabolismo das células transformadas;

- O consumo de TRY por melandcitos e apenas algumas linhagens tumorais pode
sugerir diferentes susceptibilidades de melanomas a fototerapia;

- IFN-y foi capaz de induzir especificamente HAA e HK em melandcitos,
provavelmente devido a seus efeitos na fisiologia da pele, em um mecanismo

aparentemente perdido pelas células tumorais;
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Sabendo da participagdo de IFN-y no controle da pigmentagdo da pele em
melandcitos, nosso estudo traz a hipdtese de que um dos mecanismos de resposta ao
dano por luz UV seja por ativacao do catabolismo de Trp em células da pele;

O forte efeito de IFN-y nas células normais suporta a recente hipotese de que a
producdo de KYN peritumoral e ndo tumoral induza imunotolerancia no
microambiente de melanomas;

1-MT ¢ capaz de inibir a formagao de KYN mediada por IFN-y, porém nao ¢ capaz
de depletar sua sintese, resultado que quando ¢ somados ao uso de 1-D-MT como
agente imunoterapico, demonstra que essa molécula tem outros mecanismos de
acdo que nao inibicao de IDO;

1-MT ¢ capaz de atuar diretamente no metabolismo de Trp, induzindo a sintese de
outros metabolitos como KA, HK e XA, inclusive da via SER, demonstrando uma
inter-relagdo metabolica;

As células imunolédgicas possuem um perfil metabolico completamente diferente
umas das outras: enquanto monocitos e suas células derivadas possuem maior
ativacao da via KYN, linfocitos e neutrdfilos possuem claramente maior inducao da
via SER, o que pode estar relacionado a suas fungdes;

Além disso, dentro das cé€lulas diferenciadas de monocitos, macrofagos M2 que
sdo amplamente associados com a malignidade tumoral apresentam um perfil
metabolico completamente diferente de M1, o que também ocorre para as
dendriticas maturas e imaturas;

As anélises em células tratadas com IFN-y mostram um perfil similar ao encontrado

na amostra clinica de melanoma;

89



- Apesar da diminuigdo sérica de Trp em pacientes com melanoma, as concentragoes
de Trp no microambiente nao sao inferiores da pele normal, provavelmente devido
a maior captacao de Trp sérico pelo tumor e células do microambiente;

- E por fim, apesar da principal diferenca entre o nevo e o melanoma ser a
concentracdo de KYN, diversas outras alteracdes no metabolismo de tiptofano
foram observadas, o que mostra a complexa magnitude deste metabolismo na

fisiopatologia da pele.

6.0. MATERIAL SUPLEMENTAR

6.1. Quantificacio de aminoacidos em meio de cultura de UACC-62 e SK-
MEL-29 e de glicose, piruvato e lactato em linhagens de melanoma humano.

Esta parte do trabalho visa avaliar os efeitos metabolicos de 1-MT e IFN-y, ndo
no metabolismo de triptofano, mas ampliar a visdao metabdlica da resposta a esses
agentes. Ja que o metabolismo dos aminodcidos ¢ interligado, procuramos avaliar os
efeitos de IFN-y e 1-MT no metabolismo de Trp na concentragdo de outros aminoacidos

no meio de cultura das células tumorais.

Esses experimentos foram realizados por derivatizacdo dos aminoacidos com
cloroformato de propila e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massas, de acordo com a metodologia publicada por (Kaspar et al., 2008) e os
resultados podem ser observados na Figura 38 e 39, abaixo. Foram selecionadas duas
linhagens, uma responsiva a IFN-y (UACC-62), que produziu altas concentracdes de

KYN nesse tratamento e uma linhagem nao responsiva (SK-MEL-29).

Ao avaliarmos os aminoacidos, pudemos observar que, em geral, IFN-y foi

capaz de aumentar levemente a concentracao de alguns aminoacidos no meio de cultura,
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efeito mais pronunciado em SK-MEL-29 (Figura 39). O mesmo efeito foi observado de

forma ainda mais branda quando 1-MT fora adicionado as células UACC-62, e ndo foi

reconhecido em SK-MEL-29. Em resposta mais pronunciada em ambas as células

observamos os aminodcidos serina, valina, treonina e acido glutamico.
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Figura 38: Efeito de IFN-y e 1-MT sob a concentragdo dos aminoacidos em meio de cultura de

UACC-62.
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Figura 39: Efeito de IFN-y e 1-MT sob a concentragdo dos aminoacidos em meio de cultura de
SK-MEL-29.

Em outro experimento realizado em colaboragdo com a Dra. Katja Dettmer-
Wilde, avaliamos a concentracdo de glicose, piruvato e lactato nos melanomas do
estudo. Devido a uma recente publicacdo que apresenta IDO como responsavel por
diminuir a captacdo de glicose e a glicolise aerobia (Efeito Warburg) e aumentar a
funcdo mitocondrial e a sintese de IL-10 (Eleftheriadis et al, 2012) em linfocitos
estimulados, nos interessamos por saber o efeito de 1-MT e IFN-y na captagdo de
glicose, no produto da glicolise, o piruvato e no produto da glicolise aerdbia, lactato,

nos melanomas humanos do estudo.

A metodologia utilizada baseou-se em um processo de derivatizagao ¢ a
analise foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
conforme publicado por (Dietl et al., 2010) e os resultados sao apresentados nas Tabelas
5 e 6. Na tabela 5 podemos observar o consumo basal de glicose pelos melanomas e a
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formacao de lactato e piruvato. Os melanomas do estudo consomem altas concentragdes

de glicose, com excec¢do da célula WM-1366, que provavelmente por consumir menos

glicose, produz as menores concentragdes de lactato.

Tabela 5: Concentracao de glicose, lactato e piruvato em cultura de melanomas.

Melanoma Glicose (nM) Lactato (nM) Piruvato (nM)
SK-Mel-29 0,268 + 0,079 15,16 £ 0,65 0,047 + 0,001
UACC-62 0,283 + 0,037 16,14 £ 0,80 0,118 £ 0,009
SK-Mel-147 0,965 + 0,153 13,71 £0,20 0.0621 + 0,003
SK-Mel-19 0,557 + 0,154 15,27 £ 1,44 0,0301 + 0,005
WM-1366 4,842 + 0,894 6,26 + 1,88 0,0729 + 0,010
RPMI — Meio 7,371+ 0,59 0,833 + 0,058 0

Tabela 6: Concentragdo de glicose, lactato e piruvato em cultura de melanomas tratados

com IFN-y.
Melanoma Glicose (M) Lactato (nM) Piruvato (nM)
SK-Mel-29 4,84 +0,86 7,37 £2,01 0,09 £ 0,01
UACC-62 1,73+£0,2 13,08 £ 0,92 0,09 £ 0,01
SK-Mel-147 1,80 + 0,38 13,76 £ 0,16 0,09 + 0,01
SK-Mel-19 4,20 +0,63 8,86 £ 2,52 0,05+ 0,01
WM-1366 6,24 £ 0,41 3,83+0,73 0,05+ 0,01

Na cultura dos

melanomas foi utilizado o meio de cultura RPMI que contém

altas concentracoes de glicose (2 g/L). Na maioria das células pode-se observar que a

presenca de IFN-y foi capaz de inibir a captacdo de glicose e modular a formacao de

seus metabodlitos em melanomas (Tabela 6). O piruvato apresenta-se em maior

concentragdo nos grupos IFN-y nos melanomas SK-MEL-19, 29 e 147. Na
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quantificagdo de lactato, a adicdo de IFN-y foi capaz de diminuir sua formacao em todas

as células, com exce¢ao de SK-MEL-147.

Em todos os tumores do estudo podemos observar o conhecido Efeito Warburg
(Warburg, Wind e Negelein, 1927) em que as células tumorais possuem elevadas taxas
de glicolise seguida de formagao de lactato mesmo na presenca de oxigénio, efeito que
também ficou conhecido como glicolise aerdbia. Além desse alto consumo de glicose e
formacao de lactato, vale ressaltar que esse ultimo tem sido largamente estudado como
promotor tumoral (facilitando o processo de metastase) e imunomodulador (impedindo

a proliferacao e diferenciagao de mondcitos) (Gottfried, Kreutz e Mackensen, 2012).

A glicose pode ser utilizada pela via glicolitica e sintetizar piruvato e, em
tumores, lactato, mas também pode ser direcionada a sintetizar serina e glicina, por acao
da fosfoglicerato desidrogenase, alterada em alguns tumores, como nos melanomas
(Deberardinis, 2011; Locasale et al., 2011). Em Melanoma SK-MEL-28 foi descrito um
alto influxo de glicose ndao para piruvato, mas sim para sintese de serina e glicina
(Locasale e Cantley, 2011; Locasale ef al., 2011). Em nosso estudo podemos observar
um aumento significativo de serina no meio de cultura na presenca de IFN-y em ambos

os melanomas, porém nao ha descri¢ao da capacidade de IFN-y estimular essa via.

Embora IFN-y diminua a captacao de glicose por essas células (principalmente
em SK-MEL-29), e aumente a concentracao de serina no meio, observa-se um efeito
oposto com relagdo a piruvato, em que IFN-y aumenta as concentragdes de piruvato em
meio de cultura de SK-MEL-29 ¢ diminui em UACC-62. Com relagdo ao lactato, a
presen¢a de IFN-y diminuiu as concentragdes no meio de cultura em todas as células —

com excecdo de SK-MEL-147, que se manteve inalterada.
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8.0. ANEXOS

8.1. Tabelas Estatistica dos Resultados.

Nas proximas paginas serdao apresentadas as tabelas com os resultados das
analises estatisticas realizadas para o estudo do metabolismo de Trp em células
normais da pele, linhagens tumorais de melanoma humano e células

imunologicas.
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Tabela 7: Estatistica: Efeito de IFN-y sobre o metabolismo basal de células.

Basal vs IFN- Trp KYN KYM AA KA XA HK HAA QA NA NAM SER HIAA MLT AFMK AMK DMT TRY T1AA
WM-1366 0,6623 0,0001 *k P<0.0001 0,1524 0,8294 * 0,0341 0,021 0,0336 0,4307 0,7069 0,8546 Hok Hok Hok Hok 0,6309 0,6371
UACC-62 0,0267 | P<0.0001 *ok 0,0001 | P<0.0001 0,1441 0,5626 * 0,0024 0,0022 0,1045 0,0005 0,0045 Hok *ok Hok *ok * 0,8091
SK-Mel-19 0,1282 0,0118 ** 0,0166 0,1222 0,0778 0,0004 0,0711 0,0651 0,0556 0,0312 0,6705 0,6616 ** ** *k *¥ 0,9607 0,5889
SK-Mel-29 0,0167 0,0066 *ok 0,9542 0,6806 0,7428 * * 0,2975 0,0118 0,1475 0,0599 0,639 Hok Hok Hok *ok 0,3095 0,7355
SK-Mel-147 P<0.0001 | P<0.0001 £ 0,0002 | P<0.0001 | 0,3855 | P<0.0001 * 0,5227 | 0,0856 | 0,0181 | 0,6179 | 0,0031 % o ok ok * 0,0822
Fibroblasto P<0.0001 | P<0.0001 *ok 0,0424 0,033 0,4062 0,8593 0,5508 0,445 0,3173 0,5242 0,2145 0,2415 Hk *ok Hok *ok 0,8482 0,0337
Melanécito P<0.0001 | P<0.0001 *ok 0,0132 0,0006 * 0,002 0,0022 * 0,0161 0,0202 * 0,1318 ** *k *ok *k * 0,3739
Monocito 0,0003 0,0006 0,0629 0,0181 0,0766 0,005 Hok Hok 0,0046 0,5914 *ok 0,0872 0,2448 * * * * 0,0766 0,6018
M1 0,4167 0,0121 * 0,5421 0,1795 * Hok Hok 0,0065 0,0522 wok 0,345 0,0213 * P<0.0001 * * * *
M2 0,0015 0,0328 0,1428 0,0003 0,0239 0,0013 Hk ok 0,1357 0,3472 *ok 0,3716 0,5301 0,0006 0,0309 * 0,0641 0,563 *
Dim 0,0019 0,0005 0,0159 0,0005 0,2201 0,0013 Hk *k 0,0004 * *ok 0,0435 0,4957 * P<0.0001 * 0,0002 0,18 0,2158
Dm 0,002 0,0017 * P<0.0001 0,