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RESUMO

WATANABE, L.R.M. Indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) em melanoma:
regulacao frente ao inibidor de BRAF e sua expressdo na progressao da
doenca. 2019. 108f. Dissertagcdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Os inibidores de BRAF (iBRAFs) e de MEK (iIMEK), inauguraram uma nova
classe de medicamentos, a terapia direcionada, no combate ao melanoma
metastatico. Entretanto, os pacientes adquirem resisténcia ao tratamento em
poucos meses. Além disso, a imunoterapia vem ganhando espago no
tratamento do cancer, incluindo o melanoma, porém, com alguns aspectos
inexplorados. Dentro deste tema, a enzima IDO vem despertando um grande
interesse pela participacdo nos mecanismos de imunotolerancia, imunoescape
e progressao tumoral. A IDO é responsavel pelo consumo e deplecdo do
triptofano, produzindo a quinurenina. Ela esta presente em diversos tipos
celulares, incluindo células do sistema imune e células tumorais. Este trabalho
objetivou avaliar a expresséo de IDO durante a progressao da doenga — desde
do nevo até o melanoma metastatico e também avaliar a regulacéo de IDO
induzido por IFN-y apds tratamento com iBRAF em linhagens parentais e
resistentes ao iBRAF, buscando-se os mecanismos moleculares. Por fim,
objetivou-se entender os efeitos do 1-metil-triptofano (1-MT), um inibidor de
IDO, tanto na sua capacidade de inibir a atividade de IDO quanto na sua
influéncia na capacidade clonogénica. O estudo de bioinformatica sobre o
repositério publico GSE12391 mostrou que o nivel de expressao génica de IDO
foi superior nos estagios mais avangado da doenga. Além disso, todas
amostras de melanoma primario de pacientes apresentaram a imunomarcacao
de IDO, enquanto que nenhuma amostra de nevo apresentou tal marcagéo.
Adicionalmente, a ocorréncia de IDO se deu nos infiltrados linfoides, em células
mononucleares do sistema imune. Duas anadlises de bioinformatica de
expressao génica demonstraram que a IDO estava expressa positivamente na
fase de resisténcia ao iBRAF. Ademais, os resultados de expressao proteica
mostraram que a inibicdo de via MAPK (tanto por iBRAF quanto por iMEK)
conseguiu modular a expressao de IDO, sendo que a maioria das linhagens
apresentou uma diminuicdo de IDO. A atividade de IDO, medida através da
produgdo de quinurenina, por HPLC se mostrou em consonancia com o0s
resultados de expressao proteica, exceto pela linhagem WM164 que nao
apresentou atividade enzimatica, embora a proteina estivesse presente. Por
fim, o 1-MT conseguiu inibir de maneira eficiente a enzima IDO, bloqueando a
producdo de quinurenina. Além de que, o 1-MT reduziu a capacidade
clonogénica de maneira dose-dependente. Portanto, conclui-se que a
expressao de IDO é crescente conforme a progressao do melanoma, que a
inibicdo da via MAPK regulou a expressdo de IDO e que o 1-MT reduz a
capacidade clonogénica, além da sua fung&o primaria de inibir IDO.

Palavras-chaves: melanoma, resisténcia, indolamina 2,3-dioxigenase (IDO).



ABSTRACT

WATANABE, L.R.M. Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) in melanoma:
regulation against BRAF inhibitor and its expression in disease
progression. 2019. 108f. Dissertagcdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

BRAF and MEK inhibitors (BRAFi and MEKIi) has launched a new class of
medication, the target therapy, to combat metastatic melanoma. Nevertheless,
patients acquired resistance to the treatment in few months. Additionally,
immunotherapy has been gaining space in cancer treatment, including
melanoma, but some aspects need to be explored. Inside this theme, IDO
enzyme has called the attention due to its participation in the mechanisms of
immune tolerance, scape and tumor progression. IDO is responsible for
tryptophan consume e depletion, producing kynurenine. It is present in different
cells, including cells from immune system and tumor cells. This work purposed
evaluate IDO expression during disease progression — since nevus until
metastatic melanoma and also, evaluate IFN-y-induced IDO regulation after
BRAFi treatment in parental and resistant melanoma cell lines, seeking the
molecular mechanisms. Lastly, it was evaluated the effects of 1-methyl-
tryptopahn (1-MT), an IDO inhibitor, by its ability to inhibit IDO and also by its
influency on the clonogenic capability. Bioinformatic study performed on
GSE12391 showed that gene expression level of IDO was superior in the most
advanced stages of the disease. Additionally, all sample of patient’s primary
melanoma presented IDO immunostaining, whereas, no nevus samples
presented such staining. Besides, IDO occurrence was in the lymphoid
infiltrates, in mononuclear cells from immune system. Two bioinformatic
analysis of gene expression demonstrated that IDO was differentially
overexpressed during BRAFi resistance stage. Moreover, protein expression
results presented that MAPK pathway inhibition (both by BRAFi and by MEKYy)
was able to modulate IDO expression, and most of the cell lines presented an
IDO downregulation. IDO activity, measured through kynurenine production, by
HPLC was consonant with protein expression results, except by WM164 cell
line, which did not present enzymatic activity, albeit the protein was present. By
the end, 1-MT could inhibit efficiently IDO enzyme, blocking kynurenine
production. Furthermore, 1-MT reduced clonogenic capability in a dose-
dependent manner. Therefore, it was concluded that IDO expression increases
along with melanoma progression, MAPK pathway inhibition regulated IDO
expression and 1-MT reduced clonogenic capability, besides its primary
function of IDO inhibitor.

Keywords: melanoma, resistance, indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO).
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1. Introducgao
1.1. Melanoma

O cancer de pele configura-se como o mais frequente em todas as
populagdes e no Brasil corresponde a cerca de 30% de todos os tumores
malignos (INCA, 2018). Dentre os tipos de canceres de pele, o melanoma é a
menos frequente, representando menos de 5% de todos os tipos de cancer de
pele. Entretanto, € o mais agressivo, sendo responsavel por cerca de 95% das
mortes relacionados ao cancer de pele (VAZQUEZ et al., 2015).

Além disso, a incidéncia da doenga vem aumentando — tanto no Brasil e
em outras regides do mundo. De acordo com os dados do INCA, a estimativa de
novos casos de melanoma no Brasil em 2016 chegou a 3.000 para homens e
2.670 para mulheres (INCA, 2016) e em 2018 chegou a 3.340 para homens e
2.920 para mulheres (INCA, 2018). Ja dados epidemioldgicos da populagéo
europeia e norte-americana indicam o continuo aumento no numero de
pacientes diagnosticados com melanoma (MATTIA et al., 2018).

O melanoma desenvolve-se como resultado do acumulo de mutagdes
genéticas nos melandcitos, células responsaveis pela formagao do pigmento da
pele, a melanina. Estas células estao situadas na camada basal da epiderme, na
interface entre a derme e a epiderme e sao responsaveis pela protecao da pele
contra os raios UV (SATYAMOORTHY e HERLYN, 2002).

Assim como em outros tipos de neoplasias, a progressao do melanoma
pode seguir uma sequéncia de passos, 0S quais apresentamos a seguir,
conforme a Figura 1. Em primeiro estagio, observa-se a proliferacédo de
melandcitos que conduz a formagcdo do nevo benigno, em seguida, esse
aumento do numero de células pode acarretar na formagao do nevo displasico,
com a sucessao dos crescimentos radial e vertical e posterior metastase (GRAY-
SCHOPFER et al., 2007, SHAIN e BASTIAN, 2016). O termo ‘melanoma
metastatico’ € empregado para o estagio em que as células de melanoma se
espalharam através dos nodulos linfaticos ou corrente sanguinea para 6rgaos
diferentes de seu local de origem (ZBYTEK et al., 2008). Embora quase todos
0s Orgaos possam estar envolvidos, os alvos mais frequentes sdo pulmoes,
figado, ossos e cérebro (TAS, 2012).
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Figura 1. Progressdo do melanoma: da pele normal ao melanoma metastatico
e genes/mutagdes envolvidos
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Fonte: adaptada de SHAIN e BASTIAN, 2016, por SEKIMOTO, 2017.

Legenda: estagios da progressdao do melanoma, desde a pele normal ao melanoma
metastatico. Na parte superior, encontram-se as principais mutagdes envolvidas em cada
estagio da doenca.

O tempo de vida para os pacientes com melanoma metastatico varia de
6 a 9 meses, e a taxa de sobrevida por 5 anos varia de 5% a 19%, de acordo
com a localizagao da metastase (MILLET et al., 2017). O principal fator para este
progndéstico sombrio se deve a auséncia de medicamentos efetivos no combate
ao melanoma, isso deve ao desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos
disponiveis. Portanto, é necessario se investigar os complexos mecanismos de
resisténcia com a finalidade de melhorar as terapias atuais e se desenvolver
novas terapias (MERLINO et al., 2016).

1.1.1. Vias de sinalizagao

A via MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) € a melhor elucidada em
relacdo a progressdo do melanoma e outros tipos de cancer em decorréncia da
elevada taxa de mutag¢des oncogénicas. Esta via esta constitutivamente ativada
em mais de 80% dos melanomas cutaneos, por isso, € o foco de muitas terapias
direcionadas (YAJIMA et al., 2012). A esquematizag&o da via pode ser vista na
Figura 2.

Ha uma mutacao especifica nos genes das quinases da proteina BRAF
em cerca de 50% a 70% dos melanomas. Em mais de 90%, ocorre a troca de
uma valina (V) no codon 600 por um acido glutamico (E) - mutagdo BRAFVG600E.
Outra mutacdo comum é a BRAFV600K (troca de valina por lisina), com
frequéncia de 5-6%. (ASCIERTO et al., 2012). Estas mutagbes resultam na
ativacdo constitutiva da proteina BRAF (MATTIA et al.,, 2018) e, por
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consequéncia, leva ao aumento da atividade da via das MAPK (JANG e ATKINS,
2013).

A via de sinalizagado PIBK/PTEN/AKT/mTOR é a segunda via mais ativa
em melanoma. Além disso, a atividade desta via esta relacionada com a
resisténcia aos inibidores de BRAF. As alteragbes genéticas que provocam
mutagdes em PTEN, RAS, RTKs, p110, entre outras, conduzem a uma elevada
taxa de AKT e mTOR ativados, fazendo desta via, um alvo terapéutico para
novas drogas direcionadas. (YAJIMA et al., 2012 e MILLET et al., 2017).

Figura 2. As vias de sinalizagdo MAPK e PI3K
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Fonte: adaptado de KAKADIA et al., 2018, pelo autor, 2019.

Legenda: via de sinalizagcdo MAPK (esquerda) e PI3K (direita) — as duas principais vias
no melanoma.

O conhecimento destas vias de sinalizacdo, altamente ativadas em
melanomas, permite realizar importantes intervencbdes terapéuticas. Os
componentes dessas vias, sobretudo BRAF e MEK sao alvos de inibidores alvo-
dirigidos, uma vez que as mutagdes nessas proteinas sao capazes de intensificar
a sinalizagao da via de MAPK, uma das vias responsaveis pela proliferagao
celular e o escape da via apoptadtica.
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1.2. Cancer e sistema imune

A medida que as células normais evoluem progressivamente para um
estado neoplasico, acredita-se que essas células adquiram uma sucessao de
habilidades, como a capacidade de evitar a resposta imune. Assim, um processo
de imunoedi¢cdo ocorre em 3 fases, quais sejam: 1) eliminagdo, reconhecida
como a imunovigilancia do cancer; 2) a fase de equilibrio, que envolve a
dorméncia do tumor e 3) o escape, com a progressao tumoral, onde o tumor
pode detectar ou eliminar a resposta imune (DUNN, OLD e SCHREIBER, 2004;
MITTAL et al., 2014).

Durante a o escape e consequente progressao tumoral, podemos
destacar dois checkpoints imunolégicos: o CTLA-4 (antigeno 4 associado ao
linfécito T citotoxico) e a PD-1/PD-L1 (proteina de morte celular programada e
seu respectivo ligante). O CTLA-4 é um receptor inibitério expresso nas células
T, com uma fungéo reguladora no sistema imune. Ao interagir com os ligantes
CD80/CD86, ele transmite um sinal negativo para as células T, levando a inibigdo
da expansao e ativacao das células T. Enquanto que o CTLA-4 tem seu papel
durante a fase de ativagao inicial das células T, o PD-1 atua na fase efetora da
ativagcao das células T. A interacdo com seus dois ligantes B7-H1 e B7-DC (PD-
L1 e PD-L2) ocorre predominantemente nos tecidos periféricos, incluindo o
microambiente tumoral, levando a apoptose e a regulagéo negativa das fungdes
efetoras das células T. O aumento de expressdo de PD-L1 em melanomas
metastaticos foi encontrado junto a infiltrado de linfocitos e a produgao de IFN-y
(interferon gama), sugerindo um mecanismo de resisténcia do tumor contra o
sistema imune. (OTT, HODI e ROBERT, 2013). Como ambos regulam
negativamente os linfécitos T, eles passaram a ser alvo dos medicamentos
imunoterapicos como sera descrito no item 1.3.2 Imunoterapia.

E importante mencionar que o prémio Nobel de medicina e fisiologia de
2018 foi para os pesquisadores Dr. James P. Allison e Dr. Tasuku Honjo
justamente por estudarem estes dois checkpoints imunologicos, mostrando a
revolugdo que as imunoterapias causaram no combate ao cancer (PREMIO
NOBEL, 2018).

Além disso, a indugao do catabolismo de aminoacidos é essencial para a

progressao e regulagdo imunolégica no cancer (CANTOR e SABATINI, 2012).
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Um dos primeiros trabalhos que descrevem a da ligagdo entre o aumento do
catabolismo de aminoacidos e cancer é o catabolismo de triptofano (TRP), sendo
que ha mais de sessenta anos os metabdlitos do triptofano foram
correlacionados ao cancer (BOYLAND e WILLIAMS, 1956). Depois disso, grupos
de pesquisa buscaram por metabdlitos de TRP em urina e soro de pacientes com
diversos tipos de tumores. (LEPPANEN E OKA, 1963). Atualmente, o
catabolismo do triptofano se tornou alvo de diversas linhas de pesquisa, desde
de biomarcador para prognostico da doencga até para alvo de novos farmacos,
principalmente, através da analise dos metabdlitos produzidos e de enzimas

chaves envolvidas no metabolismo do triptofano.
1.2.1. Enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO)

O triptofano (TRP) €& metabolizado principalmente pela via das
quinureninas (QUIN), na qual o TRP é oxidado a n-formil-quinurenina com
posterior deformilagcdo a QUIN. Participam desta conversao trés enzimas: a
triptofano-2,3- dioxigenase (TDO) e a indolamina 2, 3- dioxigenase 1 e 2 (IDO1
e IDO2).

Figura 3. Catabolismo do triptofano a quinurenina
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Triptofano Quinurenina
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Fonte: traduzido de MORENO et al., 2013.

Legenda: reacdo do ftriptofano a quinurenina, passando pelo intermediario N-formil-
quinurenina. Esta reagao pode ser realizada pelas enzimas IDO1, IDO2 e TDO.

Ambas isoformas de IDO convertem TRP em QUIN, porém, com
velocidades diferentes. A IDO2 apresenta um padrao de expressao mais restrita
a alguns tipos celulares e tecidos com uma atividade enzimatica de apenas 3-
5% da atividade da IDO1. A similaridade entre as duas isoformas € de 43%. Além
disso, IDO2 é menos responsiva a citocinas inflamatérias, como o IFN-y e seu
papel fisiopatologico ainda ndo esta completamente elucidado. (BALL et al.,
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2007). No decorrer do texto, o termo ‘IDO’ se refere a IDO1, salvo se
especificada de outra maneira.

A enzima IDO é induzivel e esta presente em diversos tipos celulares,
incluindo células do sistema imune e células tumorais (DE JONG et al., 2009).
Diversos estudos in vitro e in vivo demonstram que a IDO tem um papel chave
na regulagdo da evaséao do sistema imune pelos tumores. O seu mecanismo de
acao esta associado com a reducgao intratumoral de infiltrado de células T
efetores, através do consumo de triptofano e através do seu metabdlito bioativo,
a quinurenina (LEE et al., 2002 e SHARMA et al., 2009). De acordo com a reviséo
de MUNN e MELLOR (2016), reconhece-se que:

e A deplecéo de triptofano pelo aumento atividade de IDO pode ativar a
enzima quinase GCN2 em células T, assim inibindo a proliferagcao de
células T e promovendo a diferenciacao de células T CD4+ em células T
regulatorias (Tregs).

e A quinurenina e demais metabdlitos da via se ligam e ativam o receptor
de xenobidticos aril hidrocarboneto (AhR), e promovem a diferenciagao
de células Tregs e aquisicdo de um fendtipo imunossupressivo de células
dendriticas e macrofagos. A imunossupressdo de células dendriticas
promove a secrec¢ao de citocinas inibitérias, como a IL-10 e TGF- em vez
de citocinas inflamatérias, como a IL-12.

Assim, o impacto do consumo e deplecao de triptofano pela via das
quinureninas, a partir da indugdo de IDO em tumores, faz parte dos principais
mecanismos de tolerancia, imunoescape e progressao tumoral. (KIM, EMI e
TANABE, 2007; MUNN e MELLOR, 2007; SWANN e SMYTH, 2007).

Nos casos de melanomas, a IDO é comumente encontrada em melanoma
primario e em células do endotélio peritumoral, no linfonodo sentinela, e em
metastases nodais. Esse padrdao de expressdo de IDO no melanoma esta
relacionado a progressao e invasao tumoral (LEE et al., 2003, SPEECKAERT et
al., 2012 e CHEVOLET et al., 2014). Além disso, esta enzima contribui também
para a imunossupressao encontrada no melanoma (HOLMGAARD et al.,2013;
UYTTENHOVE et al., 2003).

O aumento da expressao e atividade de IDO e subsequente aumento da
razao QUIN/TRP plasmaticos em muitos tipos de canceres tem sido associada

a um prognéstico ruim e a metastases, como por exemplo em melanomas e
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cancer cervical. (WEINLICH et al., 2006, INO et al., 2008; SPEECKAERT et al.,
2012, HASCITHA et al., 2016). Em alguns pacientes, a quinurenina plasmatica
volta ao normal apds o tratamento com inibidores de IDO, o que sugere que a
quinurenina poderia ser um bom marcador prognostico. (MUNN e MELLOR,
2016).

Além disso, BALACHANDRAN e colaboradores (2011) mostraram que o
mesilato de imatinibe, um medicamento antineoplasico, ativa células T CD8+ e
induz a apoptose de células Tregs no tumor, através do aumento das respostas
de células T efetoras e da inibicao de IDO. Assim, os inibidores de IDO tém sido
sugeridos como coadjuvantes na terapia tumoral (HOLMGAARD et al, 2013. e
MUNN e MELLOR, 2016).

1.2.2. Vias de sinalizagao de IDO

A enzima IDO é induzivel e entre os principais indutores, estdao os
interferons. Interferons tipo 1 (IFN-a e B) e tipo Il (IFN-y) sdo marcadores
classicos da inflamacao, sendo potentes indutores da resposta regulatéria
mediada pela IDO (MUNN e MELLOR, 2016). O IFN-y é o principal indutor de
IDO (Yasui et al., 1986) e pode ser produzido por diferentes células imunolégicas
no microambiente tumoral sendo considerada uma citocina essencial para os
mecanismos de escape. (GAJEWSKI, SCHREIBER e FU, 2013).

O IFN-y se liga no receptor de IFN-y, o qual € composto de 2 subunidades,
IFNGR1 e IFNGR2, os quais estdo associados a JAK1 e JAK2, respectivamente.
A oligomerizagao das subunidades do receptor ativa as proteinas JAK1 e JAK2
através da trans-fosforilacdo entre as proteinas JAKs. Entdo, STAT1 é recrutado
junto ao receptor, onde é fosforilado na tirosina, permitindo a formagao do
homodimero que ira se translocar para o nucleo, se ligando ao elemento GAS
nas regides promotoras para iniciar a transcrigao de diversos genes, incluindo a
IDO.
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Figura 4. Via de sinalizagdo de IFN-y

Fonte: PLATANIAS, 2005.

Legenda: o IFN-y se liga aos receptores IFNGR1 e IFNGR2, ocorrendo a trans-fosforilagao
entre JAK1 e JAK2. STAT1 é recrutada junto ao receptor e fosforilada, permitindo a formagao
do homodimero que ira se translocar para o nucleo se ligando a regides promotoras levando
a transcricao de IDO.

1.3. Tratamentos disponiveis para pacientes com melanoma

O tratamento para melanomas em estagios avancados sempre teve
resultados desanimadores. Se o tumor é detectado precocemente, a exciséo
cirurgica promove a cura em aproximadamente 99% dos pacientes.
(SLIPICEVIC e HERLYN, 2012). No entanto, em estagios mais avancados
quando a cirurgia deixa de ser uma opcéo terapéutica, os pacientes devem ser
tratados com terapia sistémica. A principal dificuldade no tratamento do
melanoma metastatico € a baixa taxa de resposta a terapias convencionais
(quimioterapias) e também devido a grande possibilidade de apresentar
resisténcia a terapia direcionada (MERLINO et al., 2016).

Os protocolos clinicos até recentemente utilizados apresentavam carater
meramente paliativo. A dacarbazina e a interleucina-2 (IL-2) sdo drogas que

foram aprovadas para serem utilizadas pelos pacientes que se encontravam no
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estagio IV do melanoma (estagio metastatico), porém, apresentam taxa de
resposta em menos de 15% dos pacientes. (MERLINO et al., 2016).
A figura 5 mostra a evolugao dos medicamentos utilizados no combate ao

melanoma, partindo da dacarbazina em 1975 as imunoterapias atuais.
Figura 5. Medicamentos disponiveis para o tratamento de melanoma
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: as datas na linha do tempo correspondem ao ano de aprovagao pelo FDA. Os
medicamentos em laranja correspondem a classe de alquilantes de DNA; em azul a terapia
direcionada e em verde a imunoterapia.

1.3.1. Terapia direcionada e resisténcia ao tratamento

Em 2011, foi aprovado pelo Food Drug Administration (FDA) um novo
farmaco, o vemurafenibe, uma pequena molécula especifica inibidora da
mutacdo BRAFVG600E. Trata-se de uma nova classe de medicamento conhecida
como terapia direcionada ou terapia alvo-dirigida.

O vemurafenibe foi o primeiro medicamento que demonstrou um aumento
na sobrevida global e também na sobrevida livre de progressdo em melanoma
metastatico contendo a mutacdo BRAFV600E. Apdés um estudo de
acompanhamento, a mediana da sobrevida global para os pacientes tratados
com vemurafenibe foi de 13,6 meses comparados com 9,7 meses com 0s
pacientes tratados com a dacarbazina. (CHAPMAN et al., 2017).

Além disso, estudos demonstraram que o vemurafenibe apresenta uma
atuacdo mais abrangente, pois além de inibir a mutacdo em BRAF, o
vemurafenibe promoveu um aumento em antigenos associados ao melanoma,

bem como um aumento da reatividade antigénica especifica das células T.
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(FREDERICK et al., 2013). Estes achados foram corroborados por estudos que
demonstraram que pacientes com melanoma tratados com inibidor de BRAF
(iBRAF) exibiram ndo s6 um aumento nos antigenos associados ao melanoma
como um aumento expressao de MHC de classe | e Il (KHALILI et al., 2013),
diminuig&o do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (SAPKOTA, HILL
e POLLACK, 2013) e diminuigao sistémica de interleucinas proé-tumorais de IL-8
e IL-6, além de aumento da CCL4, IFN-y e TNF-a (COOPER et al, 2013;
SAPKOTA, HILL e POLLACK, 2013; WHIPPLE e BRINCKERHOFF, 2014;
WILMOTT et al, 2014). Além disso, tem se demonstrado que o tratamento com
vemurafenibe promoveu um aumento da infiltracdo de linfécitos sem alterar a
viabilidade dos mesmos (WILMOTT et al., 2012).

Contudo, outros efeitos imunolégicos podem estar presentes e sé&o
importantes para a compreensao da melhor eficiéncia de resposta ao
vemurafenibe e se existem mecanismos especificos subjacentes ao processo de
resisténcia ao mesmo.

Nos ultimos anos observou-se um notavel avanco que a terapia
direcionada proporcionou aos pacientes. Entretanto, um dos principais desafios
€ a resisténcia adquirida na maioria dos pacientes tratados com inibidores de
BRAF, incluindo o vemurafenibe. O desenvolvimento da resisténcia é observado
apods cerca de 6 meses apds monoterapia com iBRAF e apds 9 a 10 meses apds
terapia combinatoria com iBRAF e de inibidor de MEK (iIMEK). (GOLDINGER et
al., 2013).

A reativacao da via de sinalizacdo MAPK ¢é o principal mecanismo na
resisténcia adquirida. Nesse sentido, foi observado pelo nosso grupo de
pesquisa que células resistentes ao vemurafenibe apresentavam reativacédo da
sinalizacdo da via MAPK e também um aumento da atividade de
metaloproteinases, como a MMP-2 e, consequentemente havia uma maior
capacidade de invasdo em comparagao as ceélulas parentais (SANDRI, 2016).
Outro mecanismo é a suprarregulacéo da via PI3K-AKT-mTOR. (ZHANG, 2015).

Outra possivel explicagao seria a heterogeneidade do tumor, em que uma
pequena parcela de células tumorais é resistente a intervencao terapéutica. E
por selecdo empregada pelos medicamentos, as células sobreviventes (e
resistentes ao tratamento) se proliferam, culminando assim, com a aquisicéo

completa da resisténcia. (KUDCHADKAR et al., 2013). Por isso, € essencial
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buscarmos a compreensao de outros mecanismos de grande importancia clinica,

associados a resisténcia adquirida a terapéutica com tais inibidores.
1.3.2. Imunoterapia

Em 2011, também foi aprovado pelo Food Drug Administration (FDA) o
uso do ipilimumabe, um anticorpo monoclonal que atua contra o antigeno-4
presente nos linfécitos T citotoxicos (CTLA-4). O bloqueio de CTLA-4 aumenta a
ativacao e proliferacdo de células T efetoras no infiltrado tumoral. A taxa de
sobrevida global foi de 10,0 meses comparado com 6,4 meses do grupo controle.
Além disso, apresentou uma alta taxa de sobrevida a longo prazo: apés 3 anos,
20% a 26% dos pacientes ainda estavam vivos. (FONG e SMALL, 2008; HODI
et al., 2010; SCHADENDOREF et al., 2015)

Em 2015, pembrolizumabe e nivolumabe, bloqueadores de PD-1, proteina
responsavel pela morte programada do linfécito T foram aprovados pelo FDA
para tratamento de melanomas em estagio avangados. Estudos recentes tém
demonstrado uma boa resposta nos tumores com poucos efeitos colaterais
(TOPALIAN et al., 2012; OTT, HODI e ROBERT, 2013). A monoterapia de
nivolumabe apresentou uma sobrevida livre de progressédo de 6,9 meses —
enquanto que a monoterapia de ipilimumabe apresentou uma sobrevida de
apenas 2,9 meses. Entretanto, ao se combinar ambas imunoterapias, a
sobrevida livre de progressdo alcangou 11,5 meses, com taxa de resposta
objetiva de 40%.

Portanto, é notavel que as imunoterapias revolucionaram o tratamento do
melanoma, principalmente na sobrevida (tanto global, quanto livre de
progressao) dos pacientes. Entretanto, a taxa de resposta continua muito baixa,

por isso, ainda se faz necessario a busca de novos alvos farmacologicos.
1.3.3. Inibidores de IDO e 1-metil-triptofano (1-MT)

A inibigdo da enzima IDO tem sido considerada uma estratégia excelente
para a restauracdo da imunidade. Estudos clinicos tém investigado regimes
terapéuticos que incluem o uso da imunoterapia associada a inibidores de IDO.

Os resultados encontrados se apresentam promissores no tratamento de
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tumores, como cancer de mama, glioblastoma, pancreas, pulm&o, ovario e
inclusive do melanoma. (MULLER e SCHERLE, 2006; MUNN e MELLOR, 2016).

Atualmente, dois inibidores de IDO tem sido usados nos estudos clinicos
em andamento: o indoximod (1-metil-D-triptofano, ou 1-D-MT) e o epacadostat.
A estratégia é usar terapia combinada incluindo inibidores de IDO com o intuito
de aumentar, a resposta imune induzida por quimioterapia, vacina ou inibidores
de checkpoints imunolégicos Mecanisticamente, drogas inibidoras da IDO néao
agem diretamente contra o tumor (MUNN e MELLOR, 2016).

No primeiro semestre de 2018, foram divulgados resultados do estudo
clinico de fase 3 onde pacientes com melanoma foram tratados com um inibidor
de IDO, o epacadostat juntamente com o pembrolizumabe. Entretanto, os
resultados n&do mostraram superioridade no grupo que recebeu a combinagao
(epacadostat e pembrolizumabe), comparado ao grupo que recebeu apenas
pembrolizumabe (KOMIYA e HUANG, 2018).

Embora, o inibidor de IDO tenha falhado nos testes clinicos de fase trés,
ele ainda apresenta potencial, pois de acordo com o Dr. Drew Pardoll, diretor do
Johns Hopkins Bloomberg-Kimmel Institute for Cancer Immunotherapy (FIDLER,
2018), um dos problemas do estudo foi ndo medir/acompanhar a IDO e a
quinurenina nos pacientes. Uma abordagem mais direcionada, seria indicar os
inibidores de IDO somente para os pacientes que expressam a IDO — desta
maneira, o medicamento seria, provavelmente, mais eficaz. Além disso, de
acordo com o neuroimunologista Dr. Michael Platten da Universidade de
Heidelberg, Alemanha, os estudos avangaram de maneira muito rapida para os
estudos clinicos e agora, percebemos que a IDO é ainda uma caixa preta e que
ha muito a ser pesquisado (GARBER, 2018).

Além das informagdes da terapia combinada, sabe-se a taxa de resposta
a monoterapia com pembrolizumabe é de 33% e a sua associagdo com
indoximod elevou esta taxa a 56%. Apesar de ser um resultado de um estudo
clinico de fase 2, o indoximod demonstra potencial para seguir para a fase 3 de
pesquisa clinica (ZAKHARIA, 2018).

Em relagéo ao 1-MT, estudos demonstraram que a forma levogira (-L) ser
um inibidor mais potente de IDO em ensaios celulares (LOB et al., 2009).
Entretanto, sua forma dextrégira (-D) possui maior atividade antitumoral em

modelos animais, sendo mais eficaz em reverter a supressao de linfocitos T
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mediada por células dendriticas IDO positivas, e, portanto, tem sido a isoforma
selecionada para estudos clinicos em humanos (HOU et al., 2007). Diante deste
cenario, ainda sdo necessarias pesquisas a respeito da IDO e seus inibidores

para que futuros estudos clinicos possam ser bem-sucedidos.
2. Justificativa

O melanoma possui uma alta agressividade e corresponde a 80% das
mortes dentre os canceres de pele. Os inibidores de BRAF (iBRAFs) e de MEK
(IMEK), inauguraram uma nova classe de medicamentos, a terapia direcionada,
no combate ao melanoma metastatico. Entretanto, os pacientes adquirem
resisténcia ao tratamento em poucos meses. Diante deste cenario, € necessario
buscar-se entender os mecanismos subjacentes a resisténcia ao tratamento,
além daqueles ja descritos na literatura. Dentre estes mecanismos, é essencial
compreender o envolvimento da enzima IDO, uma enzima responsavel pelo
consumo e deplecdo do triptofano, e consequente produgdo de quinurenina,
importantes fatores na indugao da imunotolerancia, imunoescape e progressao
tumoral.

Portanto, se faz relevante novos estudos para entender o comportamento
da IDO nas diferentes fases do melanoma, incluindo a progressao da doenca até
a fase de resisténcia a terapia direcionada. A partir do conhecimento gerado
destes estudos, € possivel buscar novas solugbes aos pacientes a partir de
novas terapias, incluindo terapias combinatérias, tendo a IDO como possivel alvo

farmacoldgico.
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3.

Objetivos
Geral

Este trabalho objetivou avaliar a expressao de IDO durante a progressao

do melanoma humano, do nevo até o melanoma metastatico e avaliar a

regulacdo de IDO apos bloqueio da via MAPK em linhagens parentais e

resistentes ao iBRAF.

Especificos

Avaliar a expressao génica de IDO em repositdrios publicos durante a
progressao do melanoma, utilizando a linguagem de programacéao ‘R’;
Analisar a expressao proteica de IDO em amostras de pacientes em
diferentes estagios da doencga através da imunohistoquimica;

Avaliar a expresséo génica de IDO em repositérios publicos comparando
afase responsiva e a fase de resisténcia ao iBRAF, utilizando a linguagem
de programacéao ‘R’;

Analisar a expressao proteica de IDO induzido por IFN-y apds inibicdo da
via MAPK em linhagens parentais e resistentes ao iBRAF e também em
linhagens BRAF selvagem;

Avaliar a atividade enzimatica de IDO induzido por IFN-y apds inibicdo da
via MAPK em linhagens parentais e resistentes ao iBRAF e também em
linhagens BRAF selvagem;

Investigar a capacidade do 1-MT de inibir a IDO e também sua influéncia
na capacidade clonogénica de linhagens parentais e resistentes ao
iBRAF.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Analise de bioinformatica

Foi realizada a analise de bioinformatica para avaliar a expressao génica
da enzima IDO durante a progressdo do melanoma - desde a pele normal até ao
melanoma metastatico. Foram utilizados 2 bancos de dados publicos localizados
no repositério Gene Expression Omnibus (GEO) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Os repositorios utilizados foram o GSE12391
e 0 GSE46517. A linguagem de programagao utilizada foi o ‘R’ e o script utilizado
se encontra no Apéndice A como referéncia.

Em seguida, foi realizada uma nova analise de bioinformatica para avaliar
a expressao de IDO e de toda a via JAK-STAT (IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2
e STAT1) em linhagens parentais e resistentes ao inibidor de BRAF. Os
repositorios utilizados foram GSES55583, GSE68840 e GSE65184. Os genes
com log2FC (fold-change) maior que 1,5 e valor de P ajustado menor que 0,05
foram considerados diferencialmente expressos. A linguagem de programacgao

utilizada foi o ‘R’ e o script utilizado se encontra no Apéndice B como referéncia.
4.2. Imunohistoquimica

As amostras de melanoma em diferentes estagios (do nevo até a
metastase) foram uma colaboragao junto com a Profa. Dra. Marcia Edilaine
Lopes Consolaro, da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da respectiva universidade.
O parecer consubstanciado (numero 2.759.738) se encontra no anexo A.

As laminas foram desparafinizadas overnight a 60 °C. A hidratagao
ocorreu na seguinte sequéncia: xilol (duas vezes por 15 minutos cada), etanol
100%, 90%, 70%, 50% e agua destilado (1 minuto cada). A imuno-histoquimica
foi realizada com o kit da EnVision™ FLEX da Dako (K8000, Glostrup,
Dinamarca). Apds desparafinizagéo e hidratagcéo, a recuperagao antigénica foi
realizado com o Target Retrieval Solution High pH em microondas, por 5 minutos.
As laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20-30 minutos,

lavadas com solugdo de lavagem (Wash Buffer). Foi realizado o bloqueio da
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peroxidade com o Peroxidase-Blocking Reagent por 10 minutos e depois lavadas
Wash Buffer.

Em seguida, foi realizado bloqueio com albumina de soro bovino (BSA)
2% por 30 minutos a 37 °C, em camara umida semi-aberta. O anticorpo primario
anti-IDO (Cell Signaling, #86630, MA, EUA) foi diluido 1:150 em BSA 2% e
incubado por 1 hora a 37 °C, em camara umida fechada e depois foi realizada a
lavagem com o Wash Buffer. Entao, foi incubado com a solugéo Flex/HRP por
mais 1 hora a 37 °C, em camara umida semi-aberta e depois foi realizada a
lavagem com o Wash Buffer.

Para a revelagao, foi utilizada 1 gota de FLEX DAB + Chormogen em 1
mL do Substrate buffer. Essa solug¢ao foi removida até o aparecimento da cor
marrom nas laminas. Foi adicionado hematoxilina de Harris por cerca de 45
segundos e feito a lavagem. Por fim, foi realizada a desidratagcdo na seguinte
sequéncia: agua destilada, etanol 50%, 70%, 90%, 100% (duas vezes) (1 minuto
cada) e xilol (duas vezes por 15 minutos cada) e a montagem da lamina.

A leitura e as fotografias foram feitas em microscopio 6tico Nikon Optiphot
microscope (Shinagawa, Toquio, Jap&o), e o software utilizado foi o NIS-
Elements.

A avaliagcao e analise das laminas foram realizadas em colaboragao com
o Prof. Dr. Aloisio Souza Felipe da Silva, do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da USP e Chefe do Servigo de Anatomia Patoldgica do

Hospital Universitario da USP.
4.3. Cultura celular e manutengao

Para os ensaios em monocamada foram utilizadas linhagens de
melanoma humano com mutagbées BRAFV600E: SK-MEL-28, WM164 e A375
parentais e resistentes ao vemurafenibe e com mutacdes NRAS: SK-MEL-103,
SK-MEL-147 e SK-MEL-173. A tabela 1 resume as linhagens utilizadas e suas

mutacgoes.



Tabela 1. Caracterizacéo das linhagens de melanoma
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Linhagem Tipo Mutacdo em Mutagdo em
BRAF NRAS
SK-MEL-28 metastatico V600E -
WM164 metastatico V600E -
A375 metastatico V600E -
SK-MEL-103 metastatico - Q61R
SK-MEL-147 metastatico - Q61R
SK-MEL-173 metastatico - Q61K

Fonte: autoria prépria

Legenda: As linhagens de melanoma foram caracterizadas quanto ao tipo e a mutagdes em

BRAF e NRAS.

Para a geracgao das linhagens resistentes ao iBRAF, as células SK-MEL-

28, WM164 e A375 parentais foram plagueadas em baixa densidade e tratadas

a cada trés dias com baixas concentragbes do iBRAF, com aumento gradativo

da concentragao, partindo de 0,5 pM até o maximo de 3,0 uM (SANDRI et al.,

2016). As culturas celulares foram observadas diariamente, durante o periodo

de aproximadamente 6 semanas para o acompanhamento da formacado de

colonias resistentes (Nazarian et al., 2010). As colonias formadas foram

transferidas para uma nova placa para o crescimento e propagacédo da

populagao celular resistente na presenga do iBRAF (Figura 6).

Figura 6. Diferencas morfologicas entre as linhagens parentais e resistentes

da SK-MEL-28

A

Fonte: ALVES-FERNANDES et al., 2018.

Legenda: fotomicrografias mostrando as diferengas morfoldgicas entre as linhagens SK-MEL-
28 parentais (A) e resistentes (B) ao iBRAF. Em azul: coloragdo DAPI, corando o nucleo das
células. Em vermelho: faloidina conjugada com fluoresceina, corando os filamentos de actina.
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A aquisicao de resisténcia foi confirmada pela analise de proteinas da via
de MAPK e de outras vias importantes para a progressdo do melanoma. O
tratamento agudo com iBRAF por 72 h significativamente diminuiu a fosforilagao
de MEK e ERK nas células SK-MEL-28 parentais, enquanto as células
resistentes mostraram reativacdo da via de MAPK apds a aquisicdo da
resisténcia (figura 7).

Todos esses experimentos, em conjunto, nos permitem afirmar que as
células geradas séo resistentes ao iBRAF e que podem ser usadas em estudos
futuros como modelo para o estudo da resisténcia em melanomas.

As linhagens parentais serdo denominadas P e as resistentes serao
denominadas R. Além disso, o termo ‘linhagem resistente’ remete a resisténcia
adquirida ao inibidor de BRAF.

Figura 7. Expresséo proteica da via MAPK

SK-MEL-28N SK-MEL-26R 86 BN S B S p-BRAF
s MRS PMEK oo S FRAF,
45 -k 74 _ p-CRAF (ser3e)
i BESSESES per< s RN Crir
5 Emememss R 170 D Total EGFR
B s parar o [ o-EGFR
- ARAF, 5 [ - tubuiin

£ = +

6 uM Vemurafenib  _ - + -

Fonte: SANDRI et al., 2016.

Legenda: proteinas totais foram extraidas para analise de expressao proteica de p-MEK,
MEKt, p-ERK, ERKt, p-ARAF, ARAFt, p-BRAF, BRAFt, p-CRAF, CRAF and EGFR nas
linhagens SK-MEL—-28 parentais e resistentes. O nivel de proteina foi avaliado apos 72 h na
presenca (+) ou auséncia (-) de iBRAF. A proteina endégena utilizada foi a-tubulina.

As células foram cultivadas a 37°C em placas de cultura contendo meio
de crescimento especifico (DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
para as linhagens SK-MEL-28, SK-MEL-103, SK-MEL-147 e SK-MEL-173; e
RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino para as linhagens A375 e

WM164) juntamente com antibiéticos (100 u/mL de penicilina e 100 ug/mL de
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estreptomicina), em estufa de cultura celular em atmosfera de 5% de COg, para
manutengdo de pH proximo ao fisioldégico. Apds atingirem 70-80% de
confluéncia, as células foram lavadas com solugéo de PBS A 1X (tampao fosfato
salino livre de Ca?* e Mg?*) e, posteriormente, com auxilio de tripsina 0,1% (PBS
A contendo 1 mM EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético) foram
subcultivadas. Os estoques celulares sdo mantidos em soro fetal bovino
contendo 10% DMSO (dimetilsulfoxido) a -196°C, em reservatorio com nitrogénio
liquido.

As linhagens foram tratadas com 50 ng/mL IFN-y (Invitrogen, CA, EUA)
para que a producao de IDO seja estimulada na presenga e na auséncia do
vemurafenibe (3,0 uM) (Selleck Chemicals — Houston, TX, USA) durante 24

horas. O ensaio de MTT foi utilizado para determinagao da viabilidade celular.
4.4. PCR para a detecgao de Mycoplasma sp.

Este ensaio tem por objetivo monitorar a contaminagao por Mycoplasma
Sp nas células em cultura como parte do controle de qualidade de pesquisa no
laboratorio. Foi 1,0 mL coletado o sobrenadante da cultura celular, que foi
metabolizado por pelo menos 48 h. Este foi centrifugado, e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em solugdo LOTE (Low Tris-EDTA —
concentracdo 3 mM de Tris-HCI e 0,2 mM de EDTA) e entédo incubado por 5
minutos a 95 °C. A detecgdo do DNA de Mycoplasma sp nas amostras foi
realizada por meio do PCR convencional utilizando 10 yL de amostra mais 20 pyL
de mix (9,7 yL de agua deionizada autoclavada, 4,5 uL de MgCl2 50 mM, 3 uL
PCR buffer 10x, 1 pyL de primer oligo sense (5' GGC GAA TGG GTG AGT AAC
ACG 3'), 1 uL de primer oligo anti-sense (5' CGG ATA ACG GTT GCG ACC TAT
3"), 0,6 yL de dNTP e 0,2 pL de Taq polimerase 5 U/uL). O ciclo utilizado foi de
7 minutos a 94 °C (uma vez), 1 minuto a 94 °C + 1 minuto a 60 °C + 1,5 minuto
a 72 °C (30 vezes) e 10 minutos a 72 °C (uma vez). As amostras amplificadas
foram submetidas a corrida de eletroforese (100 V, 300 mA, 35 minutos), usando
gel de agarose 2%. Apos a corrida o gel foi incubado com solugéo de 0,01% de
GelRed® (Biotiium, EUA) em agua deionizada. Para a detecgdo das bandas foi
utiizado o transluminador. As bandas de 400 a 500 bp que estiverem

fluorescentes sao consideradas positivas para contaminagao por Mycoplasma

sp.
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Figura 8. PCR para detecgédo de Mycoplasma sp.

Fonte: dissertacdo de SANTOS, S. C. C. (2018).

Legenda: imagem da eletroforese em gel de agarose gerada por transluminador UV. Colunas
(M): marcador de pares de base, (-) controle negativo, (+) controle positivo, (1 a 8) amostras
coletadas da cultura de células. As bandas fluorescentes (400 — 500 bp) indicam a presenga
de Mycoplasma sp.

As placas cujo resultado fora positivo para a presenca de Mycoplasma sp
foram descartadas ou tratadas com Plasmocin™ (InvivoGen, EUA), na
concentragao de 25 pg/ml por 1 a 2 semanas. O tratamento ocorria a cada 3 a 4
dias. Apos o tratamento e a confirmagéo da eliminagdo de Mycoplasma sp., as
células ficavam uma semana sem o tratamento e somente apds esse periodo,

elas foram utilizadas para os experimentos.
4.5. Avaliagao da expressao proteica por Western Blotting

As células foram plagueadas com o objetivo de se atingir 80% de
confluéncia em 18 horas. Apés 18 horas, o meio foi trocado e foram adicionados
os tratamentos IFN-y (50 ng/mL) e/ou vemurafenibe (3,0 uM). Apds 24 horas de
tratamento é realizada a extracao proteica.

Os lisados celulares para Western Blotting foram preparados em tampao
RIPA com coquetel de inibidores de protease (Roche, Penzberg, Upper Bavaria,
Alemanha) e com coquetel de inibidores de fosfatases | e Il Il (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Depois, 40g de proteina total foi
submetida a eletroforese em gel SDS com 8% a 12% de gradiente em condigdes
redutoras e subsequentemente transferida para membrana PVDF (Hybond-P,
AmershamPharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). A membrana foi
bloqueada com BSA 5% diluido TBS-Tween 20 (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM de NaCl, 0.1% Tween-20) por 1 hora e entdo foram testados com os
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seguintes anticorpos/diluigdo: IDO (Cell Signaling, #86630, 1:000), STAT1 (Cell
Signaling, #9172, 1:1000), pSTAT1 (Cell Signaling, #9167, 1:1000), JAK2 (Cell
Signaling, #D2E12, 1:1000), pJAK2 (Cell Signaling, #3771, 1:1000). As bandas
de proteinas foram detectadas por um sistema de quimioluminescéncia

aumentada (ECL; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA).
4.6. Ensaio de atividade de IDO (quantificagao de quinurenina)

As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos com o objetivo de se
atingir 80% de confluéncia em 18 horas. Apds 18 horas, o meio foi trocado e os
seguintes tratamentos foram utilizados: IFN-y (50 ng/mL), vemurafenibe (3,0 uM)
e um inibidor de IDO, o 1-metil-DL-tripfano (1-DL-MT) (Sigma-Aldrich, MO, EUA),
em diferentes concentragdes: 0,5, 1,0 e 1,5 mM. Apds 24 horas de tratamento é
realizada a extragao proteica.

Neste trabalho, o termo ‘“1-MT’ sera referido a mistura racémica 1-DL-MT,
salvo se especificada de outra maneira.

A atividade da IDO foi medida por meio da producido de quinurenina,
através do sobrenadante da cultura celular, conforme descrito por Moreno e
colaboradores (2013) e Tourino e colaboradores (2013). Foram coletados 150
ML do sobrenadante da cultura celular e depois foram adicionados 1500 uL em
acetonitrila gelada — as amostras foram agitadas e depois mantidas em freezer
(-20 °C) por 1 hora. Apds esse periodo, foram centrifugadas por 14000 rpm a 4
°C por 10 minutos.

O pellet foi descartado e o sobrenadante (a camada organica) foi
transferido para um tubo de vidro, protegido da luz. Entdo, a amostra foi
evaporada em temperatura ambiente sob um fluxo de nitrogénio. O residuo foi
dissolvido em 150uL de agua deionizada e filtrado usando um filtro de tubo de
centrifuga spin-X® (Corning® Costar®, Sigma). Em seguida, 40uL foi injetado
em um HPLC Shimadzu SCL-10A vp system (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao). A quinurenina foi separada usando uma coluna Luna C18 Phenomenex
column (250 mm x 4.6 mm diédmetro interno da coluna; 5 ym) com 100%
acetonitrila (A) e agua deionizada (B) como fases moveis. O gradiente linear
comega em A/B = 0/100 e termina em 22 minutos com A/B = 10/90. Em seguida,
a fase foi mantida em A/B = 0/100 por 5 minutos. Durante toda a cromatografia,

a taxa de vazao foi fixada em 1 mL/min. A deteccéo foi realizada usando um
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detector de diodos SPD-M10A Shimadzu e selecionando o comprimento de onda
de 365nm. Para o triptofano, o comprimento de onda utilizado foi de 280 nm. As
concentracbes das amostras foram calculadas utilizando a curva padrao

estabelecida.
4.7. Ensaio Clonogénico

Para este ensaio, foram selecionadas as linhagens A375 parental e
resistente e SK-MEL-28 parental e resistente. Para as linhagens A375 Pe R e
SK-MEL-28 P, foram plaqueadas 600 células em placas de 6 pocos. Para a
linhagem SK-MEL-28 R, foram plaqueadas 1800 células em placas de 6 pogos.
Apds a adesao das células — 24 horas, estas foram tratadas com o 1-MT em
diferentes concentracodes: 0,5, 1,0 e 1,5 mM.

O meio de cultura era trocado de 3 a 4 dias e o 1-MT era novamente
adicionado, por um periodo até 14 dias. Para as linhagens A375 P e R, o ensaio
durou 7 dias. Para as linhagens SK-MEL-28 P e R, o ensaio durou 14 dias.

Apds o periodo para a formacédo das colbnias, os pocos foram lavados
com PBSA, e as colbnias formadas foram fixadas e coradas com solugio
contendo 49,75% de metanol, 49,75% de agua deionizada e 0,5% de cristal
violeta. As placas foram fotografadas para comparar o efeito do tratamento e a
analise de numero de coldnias e a area ocupada por estas foi realizado conforme
Guzman et al., 2014.

4.8. Ensaio de viabilidade celular - MTT

A viabilidade celular apds exposicao ao IFN-y e ao 1-MT foram avaliadas
pelo ensaio de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
que € baseado na reducdo desse sal pelo sistema enzimatico mitocondrial,
através das atividades de desidrogenases que clivam o anel tetrazdlico e
convertem o MTT em um produto insoluvel denominado formazan, o qual reflete
o normal funcionamento da mitocdndria, e consequentemente, a viabilidade
celular.

O meio de cultura juntamente com o tratamento (IFN-y e 1-MT) foram
removidos da placa e as células foram incubadas com MTT diluido em meio de

cultura, na concentragao de 100 [Ig/mL por 4 horas. Apos esse periodo, 0



41

formazan foi solubilizado em DMSO (dimetilsuféxido) e em seguida, foi realizada
a leitura da absorbancia e a quantificagcdo foi feita pela densidade o6tica no
comprimento de onda de 570 nm em espectrofotbmetro (BioTek Instruments

Inc.).
4.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressdes com média e erro padrao e o software
utilizado para a analise estatistica foi o GraphPad Prism 5.0. Para os
experimentos onde havia apenas dois grupos de comparacgao, foi utilizado o teste
t de Student (expressao proteica por Western Blotting, atividade de IDO por
HPLC). Para os experimentos onde havia mais de dois grupos, foi utilizado o
teste One-way Anova, seguido pelo teste comparativo de Tukey (analise in silico
de IDO na progressédo do melanoma). Para os experimentos onde havia mais de
dois grupos e duas variaveis, foi utilizado o teste Two-way Anova (experimentos
com 1-MT junto com o IFN- y e iBRAF: atividade de IDO por HPLC e ensaio
clonogénico). As analises foram consideradas significativas quando os valores
de p <0,05.
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5. Resultados e discussoes

Os resultados serdo apresentados e discutidos em 2 capitulos: (1)
expressdo génica e proteica de IDO e sua participagdo na progressdo do
melanoma — desde do nevo até ao melanoma metastatico e (2) expressao génica
e proteica da enzima IDO em linhagens de melanoma parentais e resistentes ao

inibidor de BRAF e sua participacao na resisténcia ao tratamento.
Capitulo | - IDO na progressao do melanoma
5.1. [Expressao génica de IDO do nevo a metastase: um estudo in silico

O estudo GSE12391 foi realizado em 114 amostras de pacientes e foram
categorizadas em 5 grupos: nevo comum (n = 36); nevo displasico (n = 22);
melanoma com crescimento radial (n = 16); melanoma com crescimento vertical
(n = 30) e melanoma metastatico (n = 10). O grafico do tipo boxplot se encontra
na figura 9.

A andlise de variancia unidirecional (One-way Anova) mostrou uma
significancia estatistica de IDO entre os cinco grupos estudados (p < 0.0001).
Além disso, a analise posterior entre os grupos, através do teste de comparagao
multipla de Tukey, demonstrou uma diferenga significativa entre os seguintes
grupos: nevo comum vs melanoma com crescimento vertical, nevo comum vs
metastase de melanoma, nevo displasico vs melanoma com crescimento vertical
e nevo displasico vs metastase de melanoma. Os demais grupos né&o
apresentaram resultados estatisticamente significantes.

A expressao génica de IDO é crescente conforme a progressdo do
melanoma, ou seja, 0s menores valores se encontram no grupo de nevo comum
e 0s maiores valores de expressao génica se encontram no grupo de metastase

de melanoma, conforme a figura 9.
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Figura 9. Expressao génica de IDO desde o nevo comum até a metastase de
melanoma utilizando o banco publico GSE12391
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: grafico do tipo boxplot, onde cada ponto representa a amostra de um paciente. Em
cada caixa, as barras representam os quartis: barra inferior (primeiro quartil), barra média
(mediana), barra superior (terceiro quartil). As amostras foram divididas em cinco grupos: nevo
comum, nevo displasico, melanoma com crescimento radial (RGP), melanoma com
crescimento vertical (VGP), metastase de melanoma. O teste estatistico foi o One-Way Anova,
seguido pelo teste comparativo de Tukey. *** p ajustado < 0.001.

Um segundo estudo foi alvo de andlise de bioinformatica - o estudo GSE46517,
onde foram sequenciadas 121 amostras de pacientes, categorizadas em 4 grupos: pele
normal (n = 8); nevo (n = 9); melanoma primario (n = 31) e melanoma metastatico (n =
73). O grafico do tipo boxplot se encontra na figura 10.

A analise de variancia unidirecional (One-way Anova) ndo mostrou uma
significancia estatistica de IDO entre os quatro grupos estudados. Adicionalmente, as
médias da expressao génica de IDO dos grupos de melanoma primario e metastatico
foram superiores as médias dos grupos de nevo e de pele normal — entretanto,

esta superioridade nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 10. Express&o génica de IDO desde a pele normal até ao melanoma
metastatico utilizando o banco publico GSE46517
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: grafico do tipo boxplot, onde cada ponto representa a amostra de um paciente. As
amostras foram divididas em quatro grupos: pele normal, nevo, melanoma primario e
melanoma metastatico. O teste estatistico foi o One-Way Anova, seguido pelo teste
comparativo de Tukey. Nao houve significancia estatistica entre os 4 grupos analisados.

Uma das possiveis razbes para este segundo estudo n&o apresentar
diferenca estatistica pode ser a maneira como as amostras foram estratificadas.
O grupo nevo nao foi classificado em comum ou displasico. Além disso, o grupo
melanoma primario tampouco foi dividido em crescimento radial ou vertical.
Embora ndo tenha apresentada uma diferencga estatistica, o perfil do boxplot é
semelhante ao estudo anterior (figura 9), com maior expressdo de IDO no
melanoma primario e metastatico quando comparada ao nevo.

Além disso, aprofundamos a analise e a composigao celular das amostras
sequenciadas neste estudo foram avaliadas. E importante esclarecer que estas
informacdes sao dados publicos que estao disponiveis no GEO.

Ao analisar as amostras, nota-se que os tipos celulares que a compdem
apresentam uma grande variedade — por exemplo, a amostra 99.3 de melanoma
metastatico (uma amostra das 73 sequenciadas) € composta por 97% de
melandcitos e 3% de células inflamatérias e a amostra 69.2 (outra amostra das

73 sequenciadas) é composta por 5% de melandcitos e 95% de células
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inflamatérias. E possivel que esta heterogeneidade na composicéo celular das
amostras tenha contribuido para que nado houvesse diferengas significativas
entre os grupos.

Os trabalhos de KIM, EMI e TANABE, 2007; MUNN e MELLOR, 2007;
SWANN e SMYTH, 2007 mencionam que a enzima IDO faz parte dos principais
mecanismos de tolerancia, imunoescape e progressao tumoral, por isso, €
esperado que sua expressado esteja aumentada conforme a progressdo da
doenga, e de fato, é isso que observamos no estudo in silico. Ou seja, 0 aumento
de IDO faz com que o sistema imune diminua a sua capacidade efetora de

eliminar as células tumorais, permitindo a progressao da doenca.

5.2. Expressao proteica de IDO do nevo a metastase:

imunohistoquimica

Primeiramente, € importante detalhar a técnica de imunohistoquimica. Ela
€ baseada na reagado antigeno-anticorpo e cuja reagado provoca a coloragéo
marrom devido ao relevador DAB. Entretanto, em alguns casos, € possivel
visualizar uma coloragao na lamina mesmo na auséncia de anticorpo e/ou DAB
— por exemplo, em laminas coradas por H&E (hematoxilina e eosina). Isso ocorre
em laminas de melanoma, principalmente, pela presengca de melanina e
melanéfogos. A melanina € o pigmento que confere cor a nossa pele e é
produzida pelos melandécitos. Os melanéfogos s&do macrofagos/histiocitos que
fagocitam melanina e microscopicamente € caracterizado por um citoplasma
grande contendo o pigmento marrom de melanina. S0 comumente encontrados
em sitios inflamatérios. (FUJIMOTO et al, 2015)

Apesar de similares, € possivel diferenciar a imunomarcagéo antigeno-
anticorpo  revelado por DAB e a marcagdo inespecifica de
melanina/melandfagos. A imunomarcagao apresenta uma coloragdo marrom
mais intensa, mais viva, enquanto que a marcacgao inespecifica apresenta uma
coloragdo marrom mais acinzentada.

A figura 11 mostra a imunomarcacgédo do controle positivo — no caso a
placenta de camundongo, de uma amostra de melanoma de paciente e a

marcacao inespecifica apds imunohistoquimica e apos H&E.
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Figura 11. Diferenga entre a imunomarcagéao de IDO e marcagao inespecifica
de melanina/melanéfagos

Fonte: autoria propria.

Legenda: (A) Controle positivo (placenta de camundongo) - IHQ, (B) Melanoma primario - IHQ,
(C) Nevo - IHQ, (D) Nevo — H&E. Imunomarcagéo de IDO em (A) e (B). Marcagé&o inespecifica
de melanina/melanéfagos em (C) e (D). Aumento de 400x.

Para avaliarmos a expressao proteica de IDO na progressdo do
melanoma, foi realizada a imunohistoquimica em amostras de bidpsias de
pacientes em diferentes estagios. Foram analisados trés casos de nevo — de trés
pacientes distintos, trés casos de melanoma primario — de trés pacientes
distintos e dois casos de metastase de melanoma — de dois pacientes distintos.

Primeiramente, ao analisar os trés casos de nevo, nao foi possivel
encontrar a imunomarcacdo de IDO. E importante ressaltar que a marcacéo
encontrada (principalmente na lamina A), néo se trata de IDO (figura 12 — A, B,
C), mas de marcacao de melanina e melanéfagos. Nas laminas de H&E (figura
12 — A, B, C), onde nao se utiliza o anticorpo anti-IDO, também ¢é possivel

observar tal marcagao.
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Ao avancgar a analise para os casos de melanoma primario, vemos a
marcacgao verdadeira de IDO (figura 12 — D, E, F) — note que o padrdao da
coloragao é distinto dos casos de nevo, onde o marrom € mais intenso e vivo.
Nas laminas coradas com H&E (figura 13 — D, E, F) destas mesmas amostras,
nota-se a auséncia de qualquer tipo de marcagdo. Um dado importante a
destacar é sobre as amostras de nevo — embora ndao houvesse marcagao de
IDO, infiltrados de células do sistema imune estavam presentes. Esse dado
descarta a hipotese da auséncia de marcacao de IDO ser devido a auséncia de
células do sistema imune.

A presenca de IDO ocorre nas trés amostras de melanoma primario e a
marcacao ocorre nos infiltrados linfoides, em células mononucleares,
principalmente células apresentadoras de antigenos (APCs), como macréfagos
e células dendriticas. Além disso, n&o foram encontradas células tumorais de
melanoma com a marcagao de IDO. A IDO foi encontrada majoritariamente no
citoplasma e em algumas células também foi possivel localiza-la no nucleo.

Por fim, o ultimo grupo analisado foi de metastase de melanoma, onde
somente duas amostras foram analisadas e apresentaram resultados opostos.
O primeiro caso (figura 12 — G) também apresentou a marcagao de células
mononucleares do sistema imune, principalmente apresentadoras de antigenos
(macrofagos e células dendriticas) e tampouco houve marcagdo nas células
tumorais. Ja o segundo caso (figura 12 — H), ndo foi possivel visualizar a
marcacdo de IDO, mas somente marcagdo inespecifica de
melanina/melandfagos (figura 12 — H e figura 13 — H). E necessario ampliar o
numero de amostras para uma analise mais abrangente.

A auséncia de marcacao de IDO nos trés casos de nevo e a presenga de
marcacao nos trés casos de melanoma primario e em um caso de metastase
esta em consonancia com o estudo de bioinformatica GSE12391 mostrando que
os estagios mais avangados da doenga apresentam uma maior expressao de
IDO.

Embora diversos trabalhos demonstraram a expressao constitutiva (ou
seja, sem a necessidade de um indutor) de IDO por diferentes tipos de tumor,
inclusive, o melanoma (UYTTENHOVE et al., 2003 e HENNEQUART et al.,
2017), nas nossas amostras de pacientes, ndo houve imunomarcagao de IDO

nas células tumorais, mas apenas nas células do sistema imune, tanto em
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células linfoides como em células apresentadoras de antigeno (macréfagos e
células dendriticas).

Apesar de ndo termos identificados a IDO nas células tumorais de
melanoma, outros pesquisadores conseguiram esta identificagdo como RUBEL
et al. (2018) e GIDE et. al. (2018). RUBEL et al. (2018) nao apenas identificou
como também correlacionou a expressao de IDO com a espessura do tumor
(escala de Breslow) e com a presencga de infiltrado linfocitario. Além disso, o
referido autor também conseguiu identificar a IDO nas células apresentadoras
de antigeno, ponto de acordo com nosso trabalho e assim, RUBEL et al.
correlacionou negativamente a expressao de IDO nas APCs com a sobrevida
livre de progressdo. Ja GIDE et al. (2018) mostrou a heterogeneidade na
expresséo de IDO entre as suas 99 amostras analisadas — além disso, apenas
7129 (24%) dos melanomas primarios foram positivas para IDO e 11/36 (31%)
das metastases loco-regionais foram positivas. Apesar do numero reduzido de
amostras analisadas neste trabalho, € possivel observar que os resultados
obtidos estdo em consonancia com os dados de literatura. E importante destacar
qgue o nosso trabalho analisou amostras de nevo, mostrando a expressao de IDO
na progressao da doenca, diferenciando-se dos trabalhos ja publicados.

Além deste trabalho, outros pesquisadores mostraram que o aumento de
IDO diminui a sobrevida do paciente, mostrando a importancia deste marcador
(BRODY et al., 2009 e SPEECKAERT et al., 2012).

Portanto, a investigacdo da presengca de IDO tem mostrado a sua
importancia, pois, diversos pesquisadores estdo conseguindo correlacionar e
estimar a sobrevida do paciente. Além disso, discute-se que pacientes que
expressam IDO podem ser responsivos aos inibidores de IDO que estdo em
testes clinicos (FIDLER, 2018) Um dos possiveis motivos do insucesso do
epacadostat, um inibidor de IDO, foi a ndo avaliacdo da presenca e atividade de
IDO nos pacientes. Ou seja, durante os testes clinicos, pacientes cujos tumores
nao expressavam IDO receberam um inibidor de IDO e provavelmente, n&o
obteve melhora na doenca.

Embora a IDO seja descrita como um dos fatores responsaveis pela
imunoedicdo dos tumores, ndo se encontrou na literatura a correlacdo da
expressédo da IDO com a progressao do melanoma — do nevo a metastase,
mostrando a relevancia dos resultados deste presente trabalho.
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Figura 12. Expressao proteica de IDO na progresséo do melanoma: do nevo
a metastase

Fonte e legenda: vide verso
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Fonte: autoria propria.

Legenda: IHQ de (A, B, C): trés amostras de nevo — de trés pacientes distintos; (D, E, F): trés
amostras de melanoma primario — de trés pacientes distintos; (G, H): duas amostras de
metastase de melanoma — de dois pacientes distintos. **marcacdo inespecifica de
melanina/melanéfago — ndo € imunomarcagéo de IDO. Aumento de 400x.
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Figura 13. H&E das laminas correspondentes a figura 12 - do nevo a
metastase
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Fonte e legenda: vide verso
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Fonte: autoria propria.

Legenda: H&E de (A, B, C): trés amostras de nevo — de trés pacientes distintos; (D, E, F): trés
amostras de melanoma primario — de trés pacientes distintos; (G, H): duas amostras de
metastase de melanoma - de dois pacientes distintos. **marcacdo inespecifica de
melanina/melanéfago. Aumento de 400x.
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Capitulo Il - IDO na resisténcia ao iBRAF em melanoma

5.3. Expressao génica de IDO em melanoma - linhagens parentais e

resistentes: um estudo in silico

Neste estudo in silico, avaliou-se a expressao de IDO e da via JAK-STAT
em tumores sensiveis (designados como parentais) e resistentes aos inibidores
de BRAF (iBRAF). Novamente, o banco publico utilizado foi o Geo do NCBI, e 3
estudos foram avaliados aqui, o GSE68840, o GSE65184, e por fim, o
GSE55583.

E importante destacar que os estudos GSE68840 e GSE65184 sao
analises de melanomas provenientes de pacientes. O GSE68840 avaliou uma
metastase de melanoma e clones resistentes ao vemurafenibe foram gerados
apods exposicao continua ao inibidor de BRAF. Ja o GSE65184 avaliou o paciente
em dois periodos distintos — antes de iniciar o tratamento e apds iniciar, durante
a fase de resisténcia, ou seja, quando o paciente ja ndo respondia mais ao
tratamento. E em ambos os estudos, a IDO foi diferencialmente expressa
positivamente, conforme figuras 14 e 15. Por fim, o estudo GSE55583 avaliou 5
linhagens comerciais imortalizadas de melanoma e neste caso, a IDO n&o estava
diferencialmente expressa, conforme a figura 16.

O estudo GSE68840 avaliou uma linhagem derivada de uma metastase
do linfonodo proveniente de paciente e seu clone resistente ao vemurafenibe,
um inibidor de BRAF. De acordo com o grafico da figura 14, a IDO esta positiva
e diferencialmente expressa com log2FC maior que 1,5 ( * na zona vermelha
onde se localizam os genes diferencialmente expressos positivamente). O
log2FC significa a quantidade de vezes que o0 gene esta positiva ou
negativamente expresso. Por exemplo, o log2FC igual a 1 significa que o gene
esta duas vezes mais expresso. E o log2FC igual a 2, significa que o gene esta
4 vezes mais expresso (lembrando que o log é na base 2). Ou seja, neste estudo,
a expressao génica da IDO é 4 vezes maior na linhagem resistente quando
comparada a linhagem parental.

Avaliando a toda a via JAK-STAT (IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2 e
STAT1), nota-se que a via ndo esta diferencialmente expressa (zona cinza do

grafico da figura 14).
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Figura 14. Genes diferencialmente expressos entre linhagens parental e
resistente ao vemurafenibe utilizando o banco de dados publico GSE68840
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Fonte: autoria propria.

Legenda: cada circulo representa um gene. Dentre 29285 genes analisados, 27591 nao
estavam diferencialmente expressos (em cinza), 719 estavam diferencialmente expressos
negativamente (em azul) e 975 estavam diferencialmente expressos positivamente (em
vermelho). A via JAK-STAT-IDO foi analisada e apenas IDO estava diferencialmente expressa
positivamente. Foram considerados genes diferencialmente expressos aqueles que
apresentaram log2FC maior que 1,5 e valor de P ajustado menor que 0,05.

Ja o estudo GSEG65184 (figura 15) avaliou um paciente antes do
tratamento com vemurafenibe e apdés o tratamento, durante a resisténcia ao
tratamento. Os resultados foram semelhantes ao estudo GSE68840. A IDO esta
positiva e diferencialmente expressa, enquanto que toda a via JAK-STAT
(IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2 e STAT1) ndo apresenta niveis de alteragao de
expressao. O principal indutor de IDO é o IFN-y e a via JAK-STAT ¢é a via
candnica de sinalizagao para inducao de IDO apds estimulo por IFN-y. Neste

estudo, a expressao de IDO é cerca de 8 vezes (log2FC cerca de 3) maior
durante a resisténcia ao iBRAF quando comparado ao periodo pré-tratamento.
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Figura 15. Genes diferencialmente expressos antes e apos (durante
resisténcia) tratamento com vemurafenibe utilizando o banco de dados publico
GSE65184
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: cada circulo representa um gene. Dentre 29329 genes analisados, 28422 nao
estavam diferencialmente expressos (em cinza), 284 estavam diferencialmente expressos
negativamente (em azul) e 623 estavam diferencialmente expressos positivamente (em
vermelho). A via JAK-STAT-IDO foi analisada e apenas IDO estava diferencialmente expressa
positivamente. Foram considerados genes diferencialmente expressos aqueles que
apresentaram log2FC maior que 1,5 e valor de P ajustado menor que 0,05.

Por fim, o estudo GSE55583 avaliou 5 linhagens diferentes de melanoma
(SK-MEL-28, M14, M288, Colo829 e M238) e comparou os clones resistentes ao
vemurafenibe com sua linhagem parental. Conforme a figura 16, IDO e nem a
via JAK-STAT estao diferencialmente expressos, apresentando um valor de P

ajustado menor que 0,05 e log2FC menor que 1,5 (zona cinza do grafico 16).
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Figura 16. Genes diferencialmente expressos entre linhagens parentais e
resistentes ao vemurafenibe utilizando o banco de dados publico GSE55583
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: cada circulo representa um gene. Dentre 40987 genes analisados, 40958 néao
estavam diferencialmente expressos (em cinza), nenhum gene estava diferencialmente
expresso negativamente (em azul) e 29 estavam diferencialmente expressos positivamente
(em vermelho). A via JAK-STAT-IDO foi analisada e nenhum gene da via apresentou
expressao diferencialmente significativa. Foram considerados genes diferencialmente
expressos aqueles que apresentaram log2FC maior que 1,5 e valor de P ajustado menor que
0,05.

E possivel observar que nos dois estudos onde se analisou o tumor do
paciente, a IDO estava positiva e diferencialmente expressa (GSE68840 e
GSE65184 — figuras 14 e 15) — ou seja, é provavel que os tumores, dentro do
contexto de microambiente tumoral, sofreram exposicdo ao IFN-y e outras
citocinas, e por isso, a IDO se apresentou positivamente regulada.

Além disso, os resultados do GSE55583 podem refletir o nosso modelo
experimental, onde é necessario adicionar o IFN-y a fim de induzir as células de

melanoma a produzirem a IDO.
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5.4. Expressao proteica de IDO em melanoma - linhagens parentais e

resistentes ao vemurafenibe
5.4.1. Linhagens com mutagdao BRAFV600E

A abordagem inicial realizada por Sandri e colegas em nosso trabalho
prévio era de se usar diferentes concentracbes do inibidor de BRAF, o
vemurafenibe, para verificar se a expressao de IDO poderia ser alterada de uma
maneira dose dependente. Os resultados obtidos para as linhagens parentais da
SK-MEL-19, SK-MEL-29 e SK-MEL-28 estdo na figura 17. Nota-se que para a
linhagem SK-MEL-19 e SK-MEL-29, a expressdo de IDO é abolida ao se
adicionar a menor concentragdo do vemurafenibe. Enquanto que a linhagem SK-

MEL-28 tem a expresséao de IDO ligeiramente diminuida.

Figura 17. Expresséo proteica de IDO em diferentes concentra¢des do iBRAF
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Fonte: SANDRI et al., 2015, (dados nao publicados).
Legenda: expressdo proteica de IDO em relagdo ao enddgeno vinculina das linhagens
parentais da SK-MEL-28, SK-MEL-19 e SK-MEL-29 em trés concentragées de vemurafenibe
(0,5 uM, 1,5 uM e 3,0 uM), sempre na presenca de IFN-y (50 ng/mL). Os dados sao
representativos de trés experimentos independentes
A adicdo de IFN-y é necessaria para induzir a produgao de IDO. Sem a
adicdo de IFN-y, as linhagens de melanoma nao expressam IDO. Este fato esta
em consonancia com os resultados de bioinformatica do estudo GSE55583
(figura 16). Neste estudo, foram analisadas apenas linhagens comerciais
parentais e resistentes sem a adi¢cao de IFN-y, e o resultado mostra que IDO nao

estava diferencialmente expresso.



58

Para aumentar este painel de células em busca de estudos mais
abrangentes, que representem de fato a heterogeneidade do tumor, analisamos
também as linhagens A375 e WM164, parental e resistente, e repetimos os
experimentos com a linhagem SK-MEL-28 parental e também complementamos

com o seu par de resistente, conforme figura 18.

Figura 18. Expressao proteica da via JAK-STAT-IDO das linhagens parentais
e resistentes da A375, WM164 e SK-MEL-28 e a respetiva quantificacao
proteica de IDO
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Fonte e legenda: vide verso
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Fonte: autoria propria.

Legenda: Coluna a esquerda: expressao proteica da via JAK-STAT-IDO das linhagens
parentais e resistentes da A375, WM164 e SK-MEL-28. Coluna a direita: respectiva
quantificacdo da expressao de IDO em relagdo ao endogeno vinculina (VCL). Os dados séo
representativos de trés experimentos independentes e as barras representam o erro padrao.
O teste estatistico foi o teste t de Student. * p < 0,05, ns = ndo significativo.

A linhagem A375 parental mostrou uma diminuigdo de IDO na presenca
de vemurafenibe, porém, ndo ha abolicdo na expressao de IDO como vista nas
linhagens SK-MEL-19 e SK-MEL-29. Ja a linhagem WM164 parental mostrou um
comportamento oposto, tendo a produgdo de IDO aumentada apds adicao de
vemurafenibe.

Ao avaliar as linhagens resistentes A375, WM164 e SK-MEL-28, notamos
comportamentos distintos em relagao a expressao de IDO induzida pelo IFN-y
quando comparamos com suas respectivas linhagens parentais. A SK-MEL-28
resistente expressa menos IDO que sua linhagem parental e a presenca de
vemurafenibe ndo altera o padrdo de expressédo. Ja a linhagem A375 resistente
expressa mais IDO que sua linhagem parental e a presenca de vemurafenibe
tampouco altera o padrao de expresséo, assim como na linhagem SK-MEL-28.
Por fim, a linhagem WM164 resistente, a expressao de IDO é quase nula (figura
18).

Esta diferenga de expressdo entre as linhagens utilizadas pode ser
decorrente da heterogeneidade tumoral. GIDE et al. (2018) mostrou a
heterogeneidade na expressao de IDO na analise de 99 amostras de melanoma.
Esta autora, inclusive, mostrou uma intra-heterogeneidade na expresséo de IDO
— Ou seja, em um mesmo paciente, a expressao de IDO variava conforme o local
da bidpsia (melanoma primario ou sitio metastatico).

Ao analisar a via JAK-STAT-IDO, percebe-se que ha uma
correspondéncia entre a expressdo de IDO e a forma fosforilada de STAT1
(pSTAT1). A forma fosforilada é a forma ativa da proteina e seu dimero € a forma
que se transloca para o nucleo celular para ativagao dos genes correspondentes,
incluindo a IDO. Nas linhagens A375 e SK-MEL-28 parental, houve diminuicao
de IDO apés adicdo do inibidor de BRAF, assim como houve diminuigdo de
pSTATA1.

Entretanto, para outras linhagens, como as linhagens resistente da SK-
MEL-28 e WM164, nao houve uma correspondéncia. Para a linhagem WM164
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resistente, nota-se que ha uma grande quantidade de pSTAT1, entretanto, a IDO
quase nao é expressa. O inverso se observa com a linhagem SK-MEL-28
resistente, onde pSTAT1 ndo estd presente, embora, IDO esteja bastante
expressa. Neste caso, é possivel que ja tenha ocorrido a desfosforilagdo de
STAT1 é importante lembrar que a extragdo proteica ocorre apdés 24h de
tratamento — ou seja, neste tempo de 24h, a STAT1 foi fosforilada, o gene IDO
foi transcrito e traduzido em proteina e € possivel que ja tenha ocorrida a
desfosforilagdo. Portanto, ao analisar o resultado de bioinformatica com os
dados de expressao proteica, é possivel concluir que o inibidor de BRAF atua no
nivel proteico, pois, a via JAK-STAT nao apresentava alteragdes de mRNA,
entretanto, o nivel de pSTAT1, e consequentemente de IDO, passaram a ser
modulado pelo inibidor de BRAF.

O inibidor de BRAF possui diversos off-targets, e é possivel que a STAT1
seja um desses off-targets e por isso, consegue regular (aumentar ou diminuir)
a expressao de IDO. Entretanto, essa regulacdo parece ocorrer de maneira
inespecifica, pois, ha linhagens onde houve aumento (WM164 P), outras que
houve diminuicdo de IDO (A375 P, SK-MEL-28 P) e outras que nao houve
alteragédo (A375 R, WM164 R e SK-MEL-28 R).

Uma publicacao recente de PELSTER e AMARIA (2019) apresenta um
compilado de estudos mostrando que a inibicao da via MAPK (seja por inibidores
de BRAF e/ou inibidores de MEK) favorece a atuagdo do sistema imune sobre
os tumores por diversos mecanismos. Entre estes mecanismos estdao o aumento
de infiltrado de linfécitos T no tumor, aumento de apresentagao de antigenos por
células apresentadoras e modulacdo de moléculas e citocinas
estimulatérias/supressoras.

Um dos estudos citados é o trabalho de WILMOTT et al. (2012), onde
mostrou-se que inibidores de BRAF aumentavam o infiltrado de linfocitos T no
tumor de melanoma, entretanto, os mecanismos moleculares ndo foram
descritos. E possivel que um desses mecanismos tenha ocorrido pela
modulagao de IDO, através da diminuicdo de pSTAT1. Conforme revisado por
MUNN e MELLOR (2016), a IDO leva a uma série de efeitos no sistema imune,
principalmente, a uma diminui¢ao de células T efetoras e também a producao de
citocinas inibitérias, como a IL-10 e TGF-B pelas células apresentadoras de

antigenos.
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5.4.2. Linhagens sem a mutagdo BRAFV600E

Foi levantada a hipétese da regulacéo de IDO nao estar relacionada a
mutacdo BRAFVGE00E e seu inibidor, mas estar relacionada com a inibigcao da
via MAPK. Para verificar tal hipotese, utilizou-se 3 linhagens selvagem para a
mutacdo BRAFV600E, porém, com mutagcdo em NRAS: SK-MEL-173, SK-MEL-
103 e SK-MEL-147. Para a inibigao da via, foi utilizado um inibidor de MEK, o

trametinibe, na concentragao de 50 nM.

Figura 19. Expressao proteica da via JAK-STAT-IDO das linhagens SK-MEL-
173, SK-MEL-103 e SK-MEL-147 e a respectiva quantificacao proteica de IDO
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Fonte: autoria propria.

Legenda: expressao proteica da via JAK-STAT-IDO das linhagens SK-MEL-173, SK-MEL-103
e SK-MEL-147 e a respectiva quantificagdo da expressédo de IDO em relagdo ao endégeno
Vinculina (VCL). Os dados sao representativos de trés experimentos independentes e as
barras representam o erro padrao. O teste estatistico foi o teste t de Student. * p < 0,05, ns =
nao significativo.
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A resposta da regulagao de IDO induzida por IFN-y através da inibi¢cao de
MEK foi heterogénea: a linhagem SK-MEL-173 teve a expressao diminuida apds
adicdo do inibidor de MEK, a linhagem SK-MEL-103 teve a expresséo
aumentada apo6s adig&o do inibidor de MEK e a linhagem SK-MEL-147 nao teve
a expressédo de IDO alterada (figura 19).

De acordo com a revisdo de PELSTER e AMARIA (2019) e conforme ja
discutido acima, a inibicdo da via MAPK (seja por inibidores de BRAF e/ou
inibidores de MEK) favorece a atuagao do sistema imune sobre os tumores, e a
regulacdo de IDO pode ser um dos mecanismos envolvidos. A inibigdo da via
MAPK utilizando um inibidor de MEK mostrou uma maior heterogeneidade de
resposta (cada linhagem respondeu de uma maneira diferente). E relevante
destacar que a modulagao de IDO ocorreu independente da mutacédo em BRAF
— nestas trés linhagens utilizadas, elas eram BRAF selvagem e mesmo assim, a
inibicdo da via MAPK conseguiu regular a expressao de IDO.

Neste cenario, o inibidor de MEK também possui seus off-targets e STAT1
também pode um desses off-targets. Na linhagem SK-MEL-173 onde ha a
diminuicao de IDO, também se observa a diminuicdo de pSTAT1. E assim como
o inibidor de BRAF, essa modulacdo parece ocorrer de maneira inespecifica,
pois, na linhagem SK-MEL-103 o aumento de IDO nao foi acompanhada pelo
aumento de pSTATA1.

Além disso, o fato de cada linhagem mostrar uma resposta diferente ndo
surpreende, quando se traz a heterogeneidade tumoral — ja discutida nos
resultados acima quando se utilizou o inibidor de BRAF em linhagens contendo
a mutacao BRAFVG600E.

E valido ressaltar que, para as condicdes utilizadas nestes ensaios (figura
18 e 19), foi avaliada a viabilidade celular frente aos tratamentos e os resultados

se encontram no item 5.8.1., figura 30 e tabela 2.
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5.5. Ensaio de atividade de IDO: quantificagcao de quinurenina por HPLC
5.5.1. Curva padrao

Primeiramente, foram feitas as curvas-padrées para posterior
quantificac&o do triptofano e da quinurenina. As curvas-padrdes juntamente com
a equacéo da reta e o R? em meio RPMI 5% e DMEM 10% est&o ilustradas na

figura 20.

Figura 20. Curva-padrédo do triptofano e quinurenina em meio RPMI 5% e
DMEM 10%
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Fonte: autoria prépria.

Legenda: curva padréao de triptofano (linha continua) e quinurenina (linha tracejada) com a
respectiva equagao de reta e R em meio RPMI 5% (grafico acima) e DMEM 10% (grafico
abaixo).
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5.5.2. Linhagens com a mutacao BRAFV600E

Sandri e colegas ja haviam determinado a atividade de IDO para as
linhagens SK-MEL-19, SK-MEL-29 e SK-MEL-28 (dados nao publicados),
conforme a figura 21. O ensaio da atividade de IDO foi realizada através da
produgao de quinurenina, o metabdlito resultante do consumo de triptofano pela
enzima IDO.

Nota-se que para a linhagem SK-MEL-19 e SK-MEL-29, a produgao de
quinurenina é abolida ao se adicionar o vemurafenibe. Enquanto que a linhagem
SK-MEL-28 tem a produgao de quinurenina diminuida, a partir da concentragéo
de 1,5 uM (figura 21).

Figura 21. Concentragado de quinurenina das linhagens SK-MEL-28, SK-MEL-
19 e SK-MEL-29
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Fonte: Sandri e colegas (dados n&o publicados), 2015

Legenda: concentragdo de quinurenina em trés concentragdes de vemurafenibe (0,5 uM, 1,5
uM e 3,0 uM), sempre na presencga de IFN-y (50 ng/mL). As barras representam o erro padrao
de trés experimentos independentes. O teste estatistico foi o One-Way Anova, seguido pelo
teste comparativo de Newman-Keuls. *: p < 0,05, nd = ndo detectavel.

Complementando o painel de melanoma utilizado, foram analisadas as
linhagens A375 e WM164, parental e resistente e foi repetido a linhagem SK-
MEL-28 parental e complementado com sua linhagem resistente.

Para a linhagem A375 parental, observa-se que a presenca do inibidor de

BRAF, diminui a atividade enzimatica de IDO e o comportamento oposto

(aumento da atividade de IDO) se observa na linhagem resistente (figura 22).
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Este comportamento estda em consonancia com os resultados de
expressao proteica. Para a A375 parental, € observada uma diminuigcdo na
expressdao de IDO e também diminuicdo da quinurenina medida -
provavelmente, pela menor expressido da enzima IDO.

A linhagem resistente da A375 apresentou um aumento na atividade de
IDO (maior quantidade de quinurenina), embora, o aumento da expressao
proteica ndo fora estatisticamente significante.

A linhagem SK-MEL-28 parental apresentou comportamento similar a
A375 parental, onde a adi¢do do inibidor de BRAF, diminuiu significativamente a
producao de quinurenina, por diminuir a expressao da enzima IDO (figura 23 e
18).

Figura 22. Concentragéo de triptofano e quinurenina na linhagem parental e
resistente da A375
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Fonte: autoria prépria

Legenda: Grafico a esquerda: concentragao de triptofano na linhagem parental e resistente da
A375. Gréfico a direita: concentracdo de quinurenina na linhagem parental e resistente da
A375. TRP: triptofano, QUIN: quinurenina, (+) presenga, (-) auséncia. As barras representam
o erro padrao de trés experimentos independentes. O teste estatistico foi o teste t de Student.
*:p <0,05, **: p<0,001, nd = nao detectavel.
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Figura 23. Concentragao de triptofano e quinurenina na linhagem parental e
resistente da SK-MEL-28.
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Fonte: autoria prépria

Legenda: Grafico a esquerda: concentragao de triptofano na linhagem parental e resistente da
SK-MEL-28. Grafico a direita: concentragdo de quinurenina na linhagem parental e resistente
da SK-MEL-28. TRP: triptofano, QUIN: quinurenina, (+) presenca, (-) auséncia. As barras
representam o erro padrao de trés experimentos independentes. O teste estatistico foi o teste
t de Student. *: p < 0,05, ***: p < 0,001, nd = ndo detectavel.

O grupo controle (sem adicdo de IFN-y + inibidor de BRAF) n&o
apresentou quantidades detectaveis de quinurenina — condizendo com os dados
de expressao proteica, exceto pela linhagem SK-MEL-28 resistente. Embora, a
expressao proteica mostre que a enzima IDO nao esta presente na auséncia de
IFN-y, a quinurenina estava presente. E importante lembrar do metabolismo do
triptofano para quinurenina, onde ha outras enzimas como TDO e IDO2 que
fazem essa conversdo e provavelmente, a linhagem SK-MEL-28 resistente
expresse constitutivamente uma destas enzimas — o que justificaria a presenca
de quinurenina mesmo na auséncia de IFN-y.

A terceira linhagem analisada foi a WM164, que foi a unica linhagem com
comportamento oposto apds a adi¢do do inibidor de BRAF, onde as outras
linhagens apresentavam uma diminui¢ao da proteina IDO, enquanto a WM164
mostrou um aumento de IDO (figura 18).

E de maneira inesperada, a linhagem WM164, parental e resistente, a
quantidade de quinurenina foi indetectavel para todos os grupos (controle, com
adicado de IFN-y e com adigao de IFN-y + inibidor de BRAF), embora, a enzima

IDO estivesse presente — conforme expressao proteica (figura 18).
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Figura 24. Concentracao de triptofano na linhagem parental e resistente da
WM164
WM164

TRP (M)
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Fonte: autoria prépria

Legenda: concentragdo de triptofano na linhagem parental e resistente da WM164. TRP:
triptofano, QUIN: quinurenina, (+) presenga, (-). As barras representam o erro padrao de trés
experimentos independentes.

Diante destes resultados, € possivel especular duas situacdes: ou a
enzima IDO nao esta funcionalmente ativa, ndo conseguindo metabolizar o
triptofano ou o metabdlito quinurenina foi degradado e convertido em outra
molécula. A segunda hipétese é descartada quando observamos a concentragéo
de triptofano. Percebe-se que para os trés grupos na figura 24, tanto para
linhagem parental quanto para resistente, o consumo de triptofano é semelhante,
ou seja, ndao houve consumo de triptofano. A adigdo de IFN-y induziu a
transcricdo e tradugao da proteina IDO, porém, ela ndo esta metabolizando o
triptofano em quinurenina.

A IDO é uma enzima com um grupo heme (Fe?*) e ha alguns mecanismos
pos-traducionais que controlam sua atividade, como acetilagdo no porgao N-
terminal, nitracdo em residuos de tirosina e fosforilagdo em residuos de tirosina
para posterior ubiquitinacéo e degradagao proteassomal. (FUJIGAKI, SEISHIMA
e SAITO, 2012 e HORNYAK et al., 2018). E possivel que algum destes
mecanismos esteja envolvido para que as linhagens WM164 parental e
resistente ndo produzissem quinurenina, mesma na presenga da enzima.

Além disso, outro possivel motivo da IDO n&o estar ativa pode ser ela
estar na conformacéao ‘apo’, ou seja, sem o grupo heme. NELP et al. (2018),
verificou que a linhagem tumoral de ovario, SKOV3, apresentava 85% das
proteinas na conformacéo ‘apo’ e que a adigdo de heme exdégeno aumentou em

cinco vezes a producao de quinurenina.
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5.5.3. Linhagens sem a mutagdao BRAFVG00E

Da mesma maneira, quantificou-se a presencga de quinurenina para trés
linhagens selvagem para a mutagdo BRAFV600E, porém, com mutagcdo em
NRAS: SK-MEL-173, SK-MEL-103 e SK-MEL-147.

Houve duas respostas distintas da regulagao de IDO induzida por IFN-y
apo6s a adicao do inibidor de MEK. A linhagem SK-MEL-173 apresentou uma
menor atividade de IDO, ou seja, uma diminuigdo na produg¢ao de quinurenina e
este resultado estd em concordancia com o resultado de expresséo proteica
(figura 19), onde houve menos expresséao de IDO apds adi¢ao de IMEK.

As linhagens SK-MEL-103 e SK-MEL-147 apresentaram comportamento
oposto a linhagem SK-MEL-173. Elas apresentaram um aumento na quantidade
de quinurenina, ou seja, um aumento na atividade de IDO, apos adi¢ao de iMEK.
Para a linhagem SK-MEL-103, este resultado n&o surpreende, pois esta em
concordancia com os resultados de expressao proteica (figura 19) — assim como
a linhagem SK-MEL-173. Entretanto, a linhagem SK-MEL-147 apresentou um
aumento na atividade de IDO (maior quantidade de quinurenina), embora, ndo

houvera alteracdo na expressao proteica.

Figura 25. Concentragao de triptofano e quinurenina nas linhagens SK-MEL-
173, SK-MEL-103 e SK-MEL-147
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Fonte: autoria prépria

Legenda: Grafico a esquerda: concentragdo de triptofano nas linhagens SK-MEL-173, SK-
MEL-103 e SK-MEL-147. Grafico a direita: concentragdo de quinurenina triptofano nas
linhagens SK-MEL-173, SK-MEL-103 e SK-MEL-147. TRP: triptofano, QUIN: quinurenina,
iIMEK: inibidor de MEK, trametinibe. As barras representam o erro padrao de trés experimentos
independentes. O teste estatistico foi o teste t de Student. **: p < 0,01, ***: p < 0,001, nd =
nao detectavel.
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O mecanismo de agédo dos inibidores de BRAF e de MEK nao se restringe
ao bloqueio da via MAPK e consequente, morte das células tumorais. Estes
inibidores também possuem um papel importante sobre o sistema imune. E este
trabalho visou a modulagéo de IDO (uma enzima que possui fungdes reguladoras
no sistema imune) apos tratamento com inibidor de BRAF ou inibidor de MEK.

O mecanismo de agao reguladora de IDO no sistema imune envolve tanto
deplecgéao de triptofano (que inibira a proliferagao dos linfocitos T e promovera a
diferenciacdo de Tregs) quanto a producdo da quinurenina (que promovera
também a diferenciagcdo de Tregs levando as células dendriticas e macrofagos
a um fendtipo imunossupressivo) (MUNN e MELLOR, 2016). Diante destas
informacgdes, é possivel inferir que as linhagens WM164 parental e resistente
ndo conseguiriam modular o sistema imune, visto que, embora a IDO estivesse
presente, ela ndo estava funcionalmente ativa, pois ndo houve deplecdo do
triptofano, tampouco produgao de quinurenina.

Além disso, os resultados mostraram que a regulagdo de IDO, apés
adicdo do inibidor de BRAF, é heterogénea. Entretanto, notou-se que a maioria
das linhagens parentais (SK-MEL-28, A375, SK-MEL-19 e SK-MEL-29)
apresentou uma diminui¢ao de IDO. A unica linhagem parental que apresentou
um comportamento oposto (com aumento de IDO) foi a WM164. Entretanto,
como discutido anteriormente, a IDO da linhagem WM164 ndo estava
funcionalmente ativa.

Para as linhagens resistentes (SK-MEL-28, A375, WM164), o
comportamento foi homogéneo: a expressdo de IDO nao se alterou apds a
adicao do inibidor de BRAF. Este resultado também n&o surpreende, pois, 0s
pacientes se tornam resistentes a terapia por ndo responderem mais ao
tratamento — e tragcando um paralelo com as linhagens, o comportamento é
similar — ou seja, ndo ha mais modulagédo de IDO (seja positiva ou negativa) —
ao contrario de suas respectivas linhagens parentais.

Em relacdo as linhagens BRAF selvagem; embora ndo se possa
determinar um padrédo de resposta (foram analisadas trés linhagens e cada uma
respondeu de uma maneira), foi possivel ver que a modulagéo de IDO nao se da
pelo inibidor de BRAF ou pela mutagdo BRAFV600E, mas pela inibicdo da via
MAPK. Ao utilizar o inibidor de MEK, bloqueou-se a via em uma proteina abaixo
e esse bloqueio também foi capaz de regular a expressao de IDO.
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O mecanismo molecular pelo qual IDO é diminuida (SK-MEL-28 P, A375
P e SK-MEL-173) passa pela fosforilagdo de STAT1. Enquanto os niveis totais
de STAT1 permanecem inalterados, a pSTAT1 também é diminuida. A via JAK-
STAT € a via candnica para inducdo de IDO pelo IFN-y, portanto, ha uma
comunicacéo entre as duas vias. Entretanto, o aumento de IDO (WM164 e SK-
MEL-103) nado foi acompanhado pelo aumento de pSTAT, sendo que este
permaneceu inalterado — ou seja, o aumento de IDO pelo bloqueio da via MAPK
ocorre por outros mecanismos moleculares.

HENNEQUART et al. (2017) realizou um experimento semelhante para
analisar a modulagao de IDO apds adicido de iBRAF e iIMEK. A diferenca é que
ele usou apenas uma linhagem de melanoma com mutagcdo BRAFVG00E que
expressava IDO constitutivamente, ou seja, ele ndo utilizou o IFN-y ou algum
outro indutor. E o resultado foi de que IDO diminuiu apés o bloqueio de MAPK —
mesmo tipo de resposta obtida neste trabalho. O estudo dele verificou que a
expressao constitutiva de IDO é devido a expressao de ciclooxigenase-2 e
indiretamente, a via MAPK controla a expressao de IDO.

Estes resultados somados a literatura mostram a abrangéncia da atuagao
destas terapias direcionadas sobre outros campos, como a imunologia.

E valido ressaltar que, para as condigdes utilizadas nestes ensaios (figura
22 a 25), foi avaliada a viabilidade celular frente aos tratamentos e os resultados
se encontram no item 5.8.1., figura 30 e tabela 2.

5.6. Ensaio de atividade de IDO: tratamento 1-MT

A fim de verificar a IDO como potencial alvo farmacolégico, utilizamos um
inibidor de IDO, o 1-metil-triptofano (1-MT) para verificar a inibicado de IDO.
Nestes experimentos, foi utilizado a mistura racémica do produto em trés
diferentes concentragdes: 0,5, 1,0 e 1,5 mM. As linhagens selecionadas para o
tratamento com o inibidor de IDO foi a A375 e SK-MEL-28 parental e resistente.
Como a linhagem WM164 nao apresentava a IDO funcionalmente ativa, néo
seria justificavel selecionar esta linhagem.

Na linhagem A375 parental, a concentragcdo minima utilizada de 0,5 mM
de 1-MT foi suficiente para inibir toda a atividade enzimatica de IDO, tendo os

niveis de quinurenina ndo detectaveis (figura 26, grafico a esquerda).
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Figura 26. Concentragao de quinurenina na linhagem parental e resistente da
A375 apods tratamento com 1-MT
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Fonte: autoria propria
Legenda: concentragdo de quinurenina na linhagem A375 parental (a esquerda) e resistente

(a direita) apds tratamento com diferentes concentragdes de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM).
Grupo cinza: grupo controle, grupo preto: tratamento com IFN-y (50 ng/mL), grupo branco:
tratamento com IFN-y (50 ng/mL) + iBRAF (3,0 uM). QUIN: quinurenina, nd = nao detectavel.
As barras representam o erro padrao de trés experimentos independentes.

Ja na linhagem A375 resistente, é possivel observar que a concentragao
de quinurenina foi decrescente conforme o aumento na concentragéo do 1-MT,
sendo que na maior concentracdo utilizada de 1,5 mM, a quinurenina nao estava
mais presente, mostrando a total inibicdo de IDO. Além disso, foi possivel
observar uma sinergia entre 1-MT e o iBRAF (figura 26, gréafico a direita, grupo
branco). A concentracdo de quinurenina neste grupo foi menor quando
comparada com o grupo que nao recebeu iBRAF (grupo preto) e a partir da
concentragdo de 1,0 mM, ja ndo havia mais presenga de quinurenina. O
interessante € comparar o controle do grupo preto (adi¢gao de IFN-y) com o grupo
branco (adigdo de IFN-y e iBRAF) — ao adicionar o iBRAF, houve aumento de
quinurenina, porém, ao se adicionar o 1-MT, houve diminui¢gado da quinurenina.

A anadlise estatistica Two-way Anova mostrou que o efeito da
concentragcao de 1-MT foi significativa (p < 0,0001) tanto na linhagem A375
parental quanto na resistente.

Na linhagem SK-MEL-28 parental, a diminui¢do de quinurenina também
ocorreu conforme o aumento de 1-MT, embora, as concentragdes de quinurenina
tenham sido proximas nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mM de 1-MT (figura 27,

grafico a esquerda, grupo preto). Além disso, a adigdo de iBRAF (grupo branco),
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aumentou a concentragdo de quinurenina, mas nao fora estatisticamente
significante. Além disso, a concentragcédo de 1,5 mM de 1-MT foi suficiente para
inibir totalmente a IDO, visto que os niveis de quinurenina ndo foram detectaveis.

Ja a linhagem SK-MEL-28 resistente se mostrou menos sensivel ao 1-MT,
pois, a maior concentracao utilizada de 1,5 mM nao foi capaz de inibir totalmente
a atividade de IDO. Ademais, a presenca do iBRAF tampouco alterou a atividade
de IDO, visto que os niveis de quinurenina, permaneceram praticamente os
mesmos. Dentre as linhagens investigadas, esta se mostrou a mais resistente
ao tratamento com o inibidor de IDO, 1-MT.

Da mesma maneira que a linhagem A375, a analise estatistica Two-way
Anova mostrou que o efeito da concentracdo de 1-MT foi significativa (p <

0,0001) tanto na linhagem SK-MEL-28 parental quanto na resistente.

Figura 27. Concentragao de quinurenina na linhagem parental e resistente da
SK-MEL-28 apds tratamento com 1-MT
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Fonte: autoria prépria

Legenda: concentragdo de quinurenina na linhagem SK-MEL-28 parental (a esquerda) e
resistente (a direita) apds tratamento com diferentes concentragdes de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e
1,5 mM). Grupo cinza: grupo controle, grupo preto: tratamento com IFN-y (50 ng/mL), grupo
branco: tratamento com IFN-y (50 ng/mL) + iBRAF (3,0 uM). QUIN: quinurenina, nd = nao
detectavel. As barras representam o erro padrao de trés experimentos independentes.

A inibicdo de IDO vem sendo utilizado como estratégia para restabelecer
o sistema imune na batalha contra as células tumorais. Um dos primeiros
inibidores descritos foi o 1-metil-DLtriptofano e ele € um inibidor competitivo da
IDO, se ligando no sitio catalitico da enzima, sendo que provavelmente, a forma

levogira (-L), o inibidor predominante (CADY e SONO, 1991). Outros estudos

também demonstraram que a forma levégira possui maior capacidade de
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inibigdo da atividade enzimatica de IDO (HOU et al., 2007 e LOB et al., 2009).
Entretanto, a forma dextrogira (-D) do 1-metil-triptofano (1-D-MT), mostrou-se
possui maior atividade antitumoral em modelos animais, sendo mais eficaz em
reverter a supressao de linfécitos T mediada por células dendriticas IDO
positivas, e, portanto, tem sido a isoforma selecionada para estudos clinicos em
humanos (HOU et al.,, 2007). Além disso, outros estudos mostraram que
atividade antitumoral do 1-D-MT nao se deve a inibigao da atividade catalitica de
IDO, mas por outros mecanismos que sdo complexos e ainda nao foram
completamente elucidados. (LOB et al., 2009; PRENDERGAST et al., 2017 e
PALLOTTA et al., 2018).

Embora a forma 1-D-MT esteja sendo usada nos ensaios clinicos, é
importante, destacar a importancia da forma 1-L-MT, pois, segundo literatura, &
a forma responsavel por inibir a atividade enzimatica de IDO, impedindo a
deplecao do triptofano e producao de quinurenina.

E valido ressaltar que, para as condigdes utilizadas nestes ensaios (figura
26 e 27), foi avaliada a viabilidade celular frente aos tratamentos e os resultados
se encontram no item 5.8.2., figuras 31 e 32, e tabelas 3 e 4.

5.7. Ensaio clonogénico com 1-MT

O ensaio clonogénico baseia-se na capacidade de uma unica célula
crescer até formar uma colénia, ou seja, a partir de um unico clone; e teve por
objetivo avaliar o efeito direto do 1-MT nas células tumorais de formarem
coldnias a longo prazo.

As linhagens selecionadas foram as mesmas do experimento anterior,
para verificacdo da atividade enzimatica, apds inibicdo pelo 1-MT, através da
quantificacdo de quinurenina, A375 e SK-MEL-28 parental e resistente.

Neste ensaio, além das diferentes concentragdes de 1-MT (0,0; 0,5e 1,5
mM), foram utilizados dois grupos distintos: auséncia e presenga do IFN-y. O
grupo sem a presencga de IFN-y ira mostrar os efeitos do 1-MT além da sua
capacidade de inibir IDO. Como o IFN-y, um indutor de IDO, estara ausente no
meio, as células nao produzirao IDO e a resposta obtida ndo podera ser atribuida
a inibicao de IDO.

Os resultados se encontram nas figuras 28 (linhagem A375) e 29

(linhagem SK-MEL-28). A analise estatistica Two-way Anova mostrou que o
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efeito da concentragdo de 1-MT foi significativa (p < 0,0001) para as quatro
linhagens estudadas e em todas elas é possivel ver uma dose-dependéncia.

Uma diferenca entre as linhagens A375 e SK-MEL-28 ¢ a resposta frente
ao IFN-y. Na linhagem A375 R, a presenga de IFN-y ndo alterou o numero de
colénias. Ja na linhagem A375 P, ha uma redu¢cdo no numero de coldnias
quando o IFN-y é adicionado (p < 0,05), porém, a redugao é inferior quando
comparada as linhagens SK-MEL-28 parental e resistente (p < 0,0001).

Ao analisar os grupos na auséncia de IFN-y, percebe-se o efeito do 1-MT,
além da sua capacidade primaria de inibir a IDO. Ou seja, o 1-MT também possui
efeito na capacidade proliferativa das células, reduzindo-a conforme o aumento
da concentragdo. OPTIZ et al. (2011) descreveu que a forma dextrogira (-D) do
1-MT possuia a era capaz de modular a expressao génica em ceélulas tumorais
e inclusive aumentar a expresséo de IDO. Além disso, LOB et al. (2009) também
demonstrou em seu trabalho que o 1-D-MT nao possuia a capacidade de inibir
a IDO. E que o efeito terapéutico deste isbmero nao pode ser atribuido a inibigcao
de IDO.

Portanto, de acordo com a literatura, € provavel que o efeito do 1-MT
exerceu na capacidade de formacdo de col6nias ocorreu devido a forma
dextrégira (-D) do 1-metil-triptofano.

O efeito antitumoral do 1-D-MT se mostra complexo e ainda nao foi
completamente elucidado. Um dos mecanismos de ag¢ao pode estar relacionado
a biossintese de melatonina por estas células tumorais (MORENO et al., 2013).
Além disso, o 1-D-MT pode restaurar a atividade de mTOR (inibida pela deplecao
de triptofano), atenuando o processo autofagico (METZ et al., 2012).

Desta maneira, € possivel observar uma maneira de atuagdo mais
abrangente do 1-MT. Além disso, a literatura mostra que cada isémero possui
atividades distintas — enquanto que o 1-L-MT possui maior capacidade de inibir
a atividade enzimatica de IDO, o 1-D-MT possui maior capacidade antitumoral
ao reverter a supressdo de células T. (HOU et al., 2007, LOB et al., 2009;
PRENDERGAST et al., 2017).

Neste trabalho, ao se utilizar a mistura racémica, pode-se observar ambas
atividades — tanto na inibicdo da IDO ao se bloquear a produg¢ao de quinurenina
quanto na capacidade antiproliferativa a longo prazo no ensaio clonogénico.

Portanto, a mistura racémica nao pode ser desconsiderada para futuros ensaios.
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Figura 28. Potencial de inibigdo na formagéo de colénias do 1-MT na linhagem
A375 parental e resistente
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Fonte e legenda: vide verso
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Fonte: autoria propria.

Legenda: linhagens utilizadas: A375 parental (P) e resistente (R). Colbnias formadas apés
tratamento com diferentes concentragées de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM) com ou sem IFN-y
(50 ng/mL). As células foram plaqueadas (600 células por pogo) e apds 24h (para aderéncia),
iniciou-se o tratamento com 1-MT (na presencga e auséncia de IFN-y) — 0 meio junto com o
tratamento era substituido a cada 3-4 dias. Apds 7 dias, as coldnias formadas foram fixadas e
coradas com cristal violeta. As imagens sao representativas de trés experimentos
independentes. A quantificagdo do numero de colbnias foi realizada com o software Image J.
As barras representam o erro padrao de trés experimentos independentes.
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Figura 29. Potencial de inibigdo na formagéo de colénias do 1-MT na linhagem
SK-MEL-28 parental e resistente
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Fonte: autoria propria.

Legenda: linhagens utilizadas: SK-MEL-28 parental (P) e resistente (R). Colénias formadas
apos tratamento com diferentes concentragées de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM) com ou sem
IFN-y (50 ng/mL). As células foram plaqueadas (600 células por pogo) e apds 24h (para
aderéncia), iniciou-se o tratamento com 1-MT (na presenca e auséncia de IFN-y) — o meio
junto com o tratamento era substituido a cada 3-4 dias. Apds 7 dias, as coldnias formadas
foram fixadas e coradas com cristal violeta. As imagens sado representativas de trés
experimentos independentes. A quantificagdo do numero de colbnias foi realizada com o
software Image J. As barras representam o erro padrao de trés experimentos independentes.
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5.8. Ensaio de viabilidade celular: MTT
5.8.1. Tratamento com IFN-y, iBRAF e iMEK

Com o objetivo de verificar a viabilidade celular frente aos regimes de
tratamento utilizados na analise de expressao proteica e na analise de atividade
de IDO, foi realizado o ensaio de MTT e os resultados se apresentam conforme

figura 30 e tabela 2.

Figura 30. Viabilidade celular frente aos diferentes regimes de tratamento

adotados
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Fonte: autoria prépria

Legenda: Grafico a esquerda: viabilidade celular das linhagens A375, WM164 e SK-MEL-28,
parental (P) e resistente (R). Grupo cinza: grupo controle, grupo preto: tratamento com IFN-y
(50 ng/mL), grupo branco: tratamento com IFN-y (50 ng/mL) + iBRAF (3,0 uM). O tempo de
tratamento foi de 24h. Grafico a direita: viabilidade celular das linhagens SK-MEL-173, SK-
MEL-103 e SK-MEL-147. Grupo cinza: grupo controle, grupo preto: tratamento com IFN-y (50
ng/mL), grupo branco: tratamento com IFN-y (50 ng/mL) + iMEK (50 nM). O tempo de
tratamento foi de 24h. As barras representam o erro padrdo de trés experimentos
independentes.

A tabela 2 contém os valores correspondentes a figura 30. Para as
linhagens contendo a mutagdo BRAF (A375, WM164 e SK-MEL-28), nos grupos
onde somente o IFN-y foi adicionado a viabilidade celular variou de 0,84 (A375
resistente) a 0,95 (WM164 R e SK-MEL-28 P). Ja nos grupos onde foram
adicionados IFN-y e o inibidor de BRAF, a viabilidade celular variou de 0,79 (SK-
MEL-28 P) a 1,04 (WM164 R).

Para as linhagens sem a mutacdo BRAF (SK-MEL-173, SK-MEL-103 e
SK-MEL-147), nos grupos onde somente o IFN-y foi adicionado a viabilidade
celular variou de 0,91 (SK-MEL-103) a 0,94 (SK-MEL-173). Ja nos grupos onde

foram adicionados IFN-y e o inibidor de MEK, a viabilidade celular variou de 0,86
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(SK-MEL-173 e 103) a 0,92 (SK-MEL-147). Estes resultados mostram que as

concentracdes utilizadas nao foram toxicas.

Tabela 2. Viabilidade celular frente aos diferentes regimes de tratamento

adotados das linhagens com a mutagédo BRAFV600E

+ IFN-y

Linhagem - +IFN-y + iBRAF ou iMEK
A3T5 P 1,00 £ 0,05 0,86 0,05 0,85 0,12
A375R 1,00 + 0,11 0,84 + 0,06 0,88 + 0,07
WM164 P 1,00 + 0,05 0,89 + 0,04 0,83 + 0,06
WM164 R 1,00 + 0,11 0,95 + 0,06 1,04 0,15
SK-MEL-28 P 1,00 + 0,04 0,95 + 0,03 0,79 + 0,06
SK-MEL-28 R 1,00 + 0,11 0,88 + 0,12 0,84 + 0,19
SK-MEL-173 1,00 + 0,06 0,94 + 0,07 0,86 + 0,08
SK-MEL-103 1,00 + 0,05 0,01 + 0,10 0,86 + 0,04
SK-MEL-147 1,00 + 0,05 0,93 + 0,05 0,92 + 0,09

Fonte: autoria propria

Legenda: viabilidade celular das linhagens A375, WM164 e SK-MEL-28, parental (P) e
resistente (R) , SK-MEL-173, SK-MEL-103 e SK-MEL-147 em diferentes tratamentos: (-) grupo
controle, auséncia de tratamentos, (+IFN-y) adigdo de 50 ng/mL de IFN-y, (+IFN-y +iBRAF ou
+IMEK): adigdo de 50 ng/mL de IFN-y e 3,0 uM de iBRAF ou 50 nM de iMEK). Os valores
representam a média e o respectivo desvio padrao.

5.8.2. Tratamento com 1-MT

Com o objetivo de verificar a viabilidade celular frente as diferentes
concentragdes de 1-MT utilizados, foi realizado o ensaio de MTT e os resultados
se apresentam conforme figuras 31 e 32 e tabelas 3 e 4.

A tabela 3 contém os valores correspondentes a figura 31. Para a
linhagem A375 P, o grupo controle (figura 31, grafico a esquerda, grupo cinza)
teve a viabilidade variando de 0,60 (1,5 mM de 1-MT) a 0,96 (0,5 mM de 1-MT).
Ja o grupo com adig¢ao de IFN-y (figura 31, grafico a esquerda, grupo preto), a
viabilidade celular frente ao 1-MT foi praticamente a mesma nas trés
concentragdes, variando de 0,68 a 0,72. O mesmo ocorreu no grupo com IFN-y
e iBRAF (figura 31, grafico a esquerda, grupo branco) — a viabilidade variou de
0,64 a 0,75.
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Figura 31. Viabilidade celular da linhagem A375 parental e resistente em
diferentes concentracdes do 1-MT
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Fonte: autoria propria

Legenda: viabilidade celular da linhagem A375 parental (a esquerda) e resistente (a direita)
em diferentes concentragées de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM). Grupo cinza: grupo controle,
grupo preto: tratamento com IFN-y (50 ng/mL), grupo branco: tratamento com IFN-y (50 ng/mL)
+ iBRAF (3,0 uM). As barras representam o erro padrao de trés experimentos independentes.

Ja alinhagem A375 R, o grupo controle (figura 31, grafico a direita, grupo
cinza) teve a viabilidade variando de 0,53 (1,5 mM de 1-MT) a 0,88 (0,5 mM de
1-MT). Ja o grupo com adi¢ao de IFN-y (figura 31, grafico a direita, grupo preto),
a viabilidade celular frente ao 1-MT variou de 0,55 (1,5 mM) a 0,71 (0,5 mM). J&
o grupo com adic¢ao de IFN-y e iBRAF (figura 31, grafico a direita, grupo branco),
a viabilidade celular frente ao 1-MT foi praticamente a mesma nas trés

concentracdes, variando de 0,72 a 0,76.

Tabela 3. Viabilidade celular da linhagem A375 parental e resistente em
diferentes concentracdes do 1-MT e em diferentes condicbes

Linhagem A375 P A375 R
) + IFN-y + IFN-y
) - *IFNY L iBRAF - *IFNY L iBRAF
100 0,93 0,95 100 1,02 0,89
- £011 +017  +013 £0,05 +018  +0,19
sy 0% 068 0,70 088 0,71 0.73
’ £0,08 +019  +0,09 £0,05 +017  +0,14
tomy 083 072 0.75 072 067 0.76
’ £0,18 +019  +0,07 £0,07 +014  +0,20
isem 060 069 0.64 053 0,55 0.72
’ £012 +006  +0,09 £0,07 +009  +0,14

Fonte e legenda: vide verso
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Fonte: autoria prépria

Legenda: Viabilidade celular da linhagem A375 parental e resistente em (1) trés condigbes
distintas: (-) grupo controle, auséncia de tratamentos, (+IFN-y) adicdo de 50 ng/mL de IFN-y,
(+IFN-y +iBRAF): adicdo de 50 ng/mL de IFN-y e 3,0 uM de iBRAF e em (2) diferentes
concentragdes de 1-MT: (-) grupo controle, auséncia de 1-MT, 0,5; 1,0 € 1,5 mM. Os valores
representam a média e o respectivo desvio padrao.

A tabela 4 contém os valores correspondentes a figura 32. Para a
linhagem SK-MEL-28 P, o grupo controle (figura 32, grafico a esquerda, grupo
cinza) teve a viabilidade variando de 0,53 (1,5 mM de 1-MT) a 0,80 (0,5 mM de
1-MT). Ja o grupo com adicao de IFN-y (figura 32, grafico a esquerda, grupo
preto), a viabilidade celular variou de 0,42 (1,5 mM de 1-MT) a 0,73 (1,0 mM de
1-MT). E para o grupo com adicdo de IFN-y e iBRAF (figura 32, grafico a
esquerda, grupo branco) — a viabilidade variou de 0,40 (1,5 mM de 1-MT) a 0,55
(0,5 mM de 1-MT).

Figura 32. Viabilidade celular da linhagem SK-MEL-28 parental e resistente em
diferentes concentragdes do 1-MT
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Legenda: Viabilidade celular da linhagem SK-MEL-28 parental (a esquerda) e resistente (a
direita) em diferentes concentragbes de 1-MT (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mM). Grupo cinza: grupo
controle, grupo preto: tratamento com IFN-y (50 ng/mL), grupo branco: tratamento com IFN-y
(50 ng/mL) + iBRAF (3,0 uM). As barras representam o erro padrao de trés experimentos
independentes.
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Ja a linhagem SK-MEL-28 R, o grupo controle (figura 32, grafico a direita,
grupo cinza) teve a viabilidade variando de 0,84 (1,5 mM de 1-MT) a 0,96 (1,0
mM de 1-MT). Ja o grupo com adigao de IFN-y (figura 32, grafico a direita, grupo
preto), a viabilidade celular frente ao 1-MT variou de 0,86 (1,5 mM) a 0,99 (1,0
mM). Ja o grupo com adigéo de IFN-y e iBRAF (figura 32, grafico a direita, grupo
branco), a viabilidade celular frente ao 1-MT variou de 0,95 (1,5 mM) a 1,04 (1,0
mM).

Tabela 4. Viabilidade celular da linhagem SK-MEL-28 parental e resistente em
diferentes concentragcdes do 1-MT e em diferentes condigcbes

Linhagem SK-MEL-28 P SK-MEL-28 R
) + IFN-y *IFN-y
2) - *IFRY L iBRAF - *IFNY L iBRAF
100 0,86 0,04 100 1,05 116
- £019 +017  +0,16 £012 +007  +0,06
osmm 080 072 0,55 0,01 0,01 0,09
’ £022 +027  +0,07 £0,04 +006  +0,08
tomm 074 073 0,54 0,96 0,99 1,04
’ £022 +030  +0,05 £0,10 +0,08  +0,09
ismy 053 042 0,40 0,84 0,86 0,95
! £013 +024  +0,03 £010 +006  +0,10

Fonte: autoria prépria

Legenda: Viabilidade celular da linhagem SK-MEL-28 parental e resistente em (1) trés condi¢cbes
distintas: (-) grupo controle, auséncia de tratamentos, (+IFN-y) adigcdo de 50 ng/mL de IFN-y,
(+IFN-y +iBRAF): adicdao de 50 ng/mL de IFN-y e 3,0 uM de iBRAF; e em (2) diferentes
concentragdes de 1-MT: (-) grupo controle, auséncia de 1-MT; 0,5; 1,0 e 1,5 mM. Os valores
representam a media e o respectivo desvio padréao.
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6. Conclusoes

Este trabalho teve como objetivo investigar a expressdo de IDO no
melanoma humano, tanto na progressdo da doenga — do nevo a metastase —
quanto na sua modulagéo frente a inibicdo da via MAPK em linhagens parentais
e resistentes ao iBRAF. Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- A expressao de IDO é crescente nas células do microambinete tumoral,
conforme a progressdo do melanoma. A analise in silico e a
imunohistoquimica em amostras de pacientes mostraram maior
expressao de IDO nos estagios mais avangados da doencga.

- A analise in silico mostrou que a expressao génica de IDO esta positiva e
diferencialmente expressa na fase de resisténcia ao iBRAF quando
comparada a fase pré-tratamento.

- A inibicdo da via MAPK, tanto por inibidor de BRAF quando por inibidor
de MEK, em linhagens contendo ou ndo a mutagdo BRAFVG00E
conseguiu regular a expressao de IDO, sendo que a maioria das linhagens
mostrou uma regulac&o negativa de IDO apés inibi¢do da via MAPK.

- O inibidor de IDO, 1-MT, conseguiu inibir a atividade catalitica de IDO,
impedindo a producao de quinurenina. Além disso, mostrou uma atividade
antitumoral mais abrangente ao exercer um efeito antiproliferativo a longo
prazo de maneira dose-dependente em linhagens parentais e resistentes
ao iBRAF.

Deste modo, é possivel concluir que a IDO se apresenta como um
possivel marcador da progressao da doencga. Além disso, o seu monitoramento
poderia predizer se 0 paciente sera responsivo ou hdo a um tratamento com um
inibidor de IDO. Além disso, os resultados mostraram que os inibidores de BRAF
e MEK possuem uma atuagéo mais abrangente — além de inibirem a via MAPK
(via responsavel pela proliferagdo e sobrevivéncia da célula), eles conseguem
modular o sistema imune através da regulagao de IDO. Além disso, ndo se pode
descartar a IDO como alvo farmacoldgico, apesar do insucesso com o
epacadostat, e tampouco pode-se descartar o 1-MT como candidato a nova
terapia contra o melanoma, pois, além de inibir a IDO, ele exerce um efeito

antiproliferativo direto nas células tumorais.
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APENDICE A. Script para analise de expressao génica de IDO na progressao
do melanoma através do grafico tipo boxplot utilizando a linguagem de
programacao ‘R’

Este script foi utilizado para geragao do grafico da figura 8 e possui os
mesmos comandos para a geragao do grafico da figura 9. As unicas diferencas
sao em relacao a peculiaridade de cada banco de dados utilizado. Por exemplo.:
o estudo 'GSE12391' categorizou a progressdo do melanoma em 5 estagios a
partir do nevo e o estudo ‘GSE46517’ categorizou em 4 estagios a partir da pele

normal.

library(GEOquery)
library(ggplot2)
library(ggsignif)

#leitura dos pacotes necessarios#
gse12391 <- getGEO('GSE12391',GSEMatrix=T)
#download do GSE12391 diretamento do website do NCBI#

eset <- gse12391[[1]]
mtx1 <- assayDataElement(eset,'exprs')

#criacdo da matrix onde cada linha corresponde a um gene e cada coluna a
uma amostra de paciente e o valor da célula é o valor de expressao génica do
gene/paciente correspondente#

annotGene <- eset@featureData@data[["GENE_SYMBOL"]]
rownames(mtx1) <- annotGene

#inclusdo dos genes no nome das linhas#

annotSample <- eset@phenoData@data[["title"]]
colnames(mtx1) <- annotSample

#inclusao do tipo de amostra (nevo, melanoma...) no nome das colunas#

df1 <- matrix(nrow = ncol(mtx1), ncol = 3)

df1[,1] <- colnames(mtx1)

df1[,3] <- mtx1["INDQO"}]

colnames(df1) <- c("SamplelD","Estagio", "IDO1")

df1[grep("common", df1[, "SamplelD"]), "Estagio"] <- "Nevo comum"
df1[grep("dysplastic", df1[, "SamplelD"]), "Estagio"] <- "Nevo displasico"
df1[grep("vertical", df1[, "SamplelD"]), "Estagio"] <- "Melanoma VGP"
df1[grep("radial", df1[, "SamplelD"]), "Estagio"] <- "Melanoma RGP"
df1[grep("metas", df1[, "SamplelD"]), "Estagio"] <- "Metastase de melanoma"
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#classificacdo das amostras conforme o seu tipo. Ex.: onde houver a palavra
‘common’ na coluna 'SamplelD' da matrix 'mtx2', a coluna ‘Estagio’ sera #
#preenchida com "Nevo comum"#

df1 <- as.data.frame(df1)

df1$Estagio <- factor(df1$Estagio, levels=c("Nevo comum",
"Nevo displasico",
"Melanoma RGP",
"Melanoma VGP",
"Metastase de melanoma"))

df1 <- df1[order(df1$Estagio),]

#criacao de 5 fatores (do nevo comum a metastase de melanoma ordenando
as linhas pelos 5 fatores"

df1$IDO1 <- as.numeric(levels(df1$1DO1))[df1$IDO1]

my_comparisons <- list( ¢("Nevo comum", "Melanoma VGP"),

c("Nevo displasico", "Melanoma VGP"),
c("Nevo comum", "Metastase de melanoma"),
c("Nevo displasico", "Metastase de melanoma"))

anoval <- aov(df1$IDO1 ~ df1$Estagio)
TukeyHSD(anova1)

#lista das comparagdes que serdo realizadas no One-Way Anova, seguido pelo
teste comparativo de Tukey#

graph <- ggplot(as.data.frame(df1), aes_string(x="Estagio", y="IDO1" ,
fill="Estagio")) +
geom_boxplot(outlier.shape = NA) +
ylim(min(df1$IDO1), max(df1$IDO1)*2) +
geom_jitter(position=position_jitter(0.05)) +
theme(axis.line = element_line(linetype = "solid"),
axis.ticks = element_line(colour = "black", size = 1),
panel.grid.major = element_line(colour = NA, linetype = "blank"),
panel.grid.minor = element_line(colour = NA, linetype = "blank"),
panel.background = element_rect(fill = NA, colour = "black", size = 1,
linetype = "solid")) +
gatitle("GSE12391 - Expresséo génica de IDO do nevo a metastase de
melanoma")+
labs(y= "Expressao Génica", x = NULL) +
geom_signif(comparisons = my_comparisons, map_signif_level=TRUE,
y_position = c¢(1.2, 1.1, 1.4, 1.3))

graph
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APENDICE B. Script para analise de genes diferencialmente expressos entre
linhagens parental e resistente ao iBRAF através do grafico tipo volcano plot
utilizando a linguagem de programagéao ‘R’

Este script foi utilizado para geragao do grafico da figura 14 e possui os
mesmos comandos para a geragédo dos graficos da figura 15 e 16. As unicas
diferengas sdo em relacéo a peculiaridade de cada banco de dados utilizado. Por
exemplo.: o estudo 'GSE12391' categorizou a progressao do melanoma em 5
estagios a partir do nevo e o estudo ‘GSE46517’ categorizou em 4 estagios a

partir da pele normal.

setwd("C:/Users/Luis/Documents/Dissertagdo/GSE68840") #estabelecendo
essa pasta como o diretério de trabalho#

df <- read.table("GSE68840_par_vs_res.txt",header=T,row.names=1)

#criacao do dataframe a partir da importagao do arquivo .txt que estava no
diretério do trabalho#

#este arquivo .txt foi baixado do site GEO do NCBI, utilizando a ferramenta
Analyze with GEO2R, onde foi comparado as amostras sensiveis e resistentes
ao iBRAF#

#o0 arquivo ndo contém o simbolo do gene, mas o cédigo do GenBank
accession. Para se determinar os genes correspondentes de cada cédigo, foi
necessario os comandos a seguir#

gse68840 <- getGEO('GSE68840',GSEMatrix=T) #download do GSE68840
diretamento do website do NCBI#

eset <- gse68840[[1]]
#é possivel visualizar os metadados do estudo, incluindo os genes”

annotSYMBOL <- eset@featureData@data[["Symbol"]]
annotID <- eset@featureData@data[['RefSeq_ID"]]

dfA <- matrix(nrow = 29285, ncol = 2)
dfA[,1] <- annotSYMBOL
dfA[,2] <- annotID

#criagcdo de uma matrix, onde a primeira coluna sdo os simbolos do gene e a
segunda coluna é o cddigo do GenBank accession — ambas informagdes
extraidas dos metadados do estudo#

dfA[grep("MDQO", dfA[,1]), ] #NM_002164.4#

dfA[grep("MINDQ", dfA[,1]), ] #NM_002164.3#

dfA[grep(""STAT1", dfA[,1]), ] #NM_007315.2 e NM_139266.1#
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dfA[grep(""JAK1", dfA[,1]), ] #NM_002227 .1#
dfA[grep(""JAK2", dfA[,1]), ] #NM_004972.2#
dfA[grep(""FNGR1", dfA[,1]), ] #NM_000416.1#
dfA[grep(""FNGR2", dfA[,1]), ] #NM_005534.2#

# a funcao grep() é semelhante ao Ctrl+L (MS Word em Portugués) — ou seja,
ela buscou na coluna 1 onde havia o simbolo do gene (IDO1, STAT1 e todos
listados acima). Apds executar a fungao, ela retornou o cédigo do GenBank
accession (NM_XXX) correspondente. #

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_002164.3") #360
which(df[,"GB_ACC"] == "NM_002164.4") #652
#a funcdo which() determina em qual linha esta o gene IDO1#

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_007315.2") #23034
which(df[,"GB_ACC"] == "NM_139266.1") #12091 18897
#a funcdo which() determina em qual linha esta o gene STAT1#

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_002227.1") #20330
#a funcao which() determina em qual linha esta o gene JAK1#

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_004972.2") #2586
#a funcdo which() determina em qual linha esta o gene JAK2#

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_000416.1") #28444
#a funcao which() determina em qual linha esta o gene IFNGR1#

which(df[,"GB_ACC"] == "NM_005534.2") #10813
#a funcdo which() determina em qual linha esta o gene IFNGR2#

#com a informacgao da linha onde estdo os genes, poderemos identificar estes
genes no grafico que iremos gerar#

Ps <- dff,"adj.P.Val"]
PsLow <-Ps < 0.05

logFC1 <- dff,"logFC"]
logFCUP <- logFC1 > 1.5
logFC11 <- dff,"logFC"]
logFCDOWN <- logFC11 <-1.5

Classification <- print(ifelse(PsLow & logFCUP, "UP" , ifelse(PsLow &
logFCDOWN, "DOWN?", "notDEG")))

df_class <- cbind(df, Classification)
table1 <- table(df_class[,"Classification"])
table1

#os genes com fold change maior que 1,5 e com p ajustado menor que 0,05 foi
considerado diferencialmente expresso positivamente (UP) e os genes com fold
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change menor que 1,5 e com p ajustado menor que 0,05 foi considerado
diferencialmente expresso negativamente (DOWN) e o restante ndo estava
diferencialmente expresso (notDEG).#

#a funcéo table() mostrou o seguinte resultado dos genes diferencialmente
expressos: DOWN: 719, notDEG: 27591, UP: 975#

#a seguir, estdo os comandos para a construgao do grafico do tipo volcano
plot#

minusLog10P <- log10(df_classl[,"adj.P.Val"])*-1
x <- df_class[,"logFC"]
y <- minusLog10P

#0 eixo x sera o valor do fold change em log na base 2, enquanto que eixoy
sera o valor de p ajustado em log na base 10 vezes -1#

vol_plot <- plot(x, v,

col=ifelse(y > 10g10(0.05)*-1 & x > 1.5, "red", ifelse(y > log10(0.05)*-1
& x <-1.5, "blue", "gray")),

xlab="log2 fold-change”,

ylab="-log10P",

xlim=c(-7, 7),

ylim=c(0, 12),

main = "GSE68840 - Parental vs Resistant" )

abline(h=log10(0.05)*-1,col="black",ity=3)

abline(v=c(-1.5,1.5),
col=c("black", "black"),
lty=c(3,3)

)

points(x[360], y[360], col="black", pch=8) #IDO
points(x[652], y[652], col="black", pch=8) #IDO
points(x[23034], y[23034], col="black", pch=4) #STAT1
points(x[12091], y[12091], col="black", pch=4) #STAT1
points(x[18897], y[18897], col="black", pch=4) #STAT1
points(x[20330], y[20330], col="black", pch=0) #JAK1
points(x[20330], y[2586], col="black", pch=5) #JAK2
points(x[28444], y[28444], col="black", pch=24) #|lFNGR1
points(x[10813], y[10813], col="black", pch=25) #IFNGR2

legend(5, 6, legend= c("DOWN","notDEG", "UP"),
col=c("blue", "gray", "red"), pch=16, cex=0.6)

legend(-6.9, 10, legend= c("IDO1", "STAT1", "JAK1", "JAK2", "IFNGR1",
"IFNGR2"),
col="black", pch=c(8,4,0,5,24,25), cex=0.6)
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com a progresséo da doenca e identificacdo de ligantes. O aminoacido poliaromatico triptofano, essencial
em muitos processos fisioldégicos, € metabolizado por trés vias distintas: a via das quinureninas, a
serotonérgica e das aminas-trago. Um dos receptores dos metabolitos originados a partir do triptofano € o
AHR (receptor aril de hidrocarbonetos), um importante receptor e fator de transcri¢cdo regulador de
processos celulares. O AHR forma um heterodimero, capaz de ativar a transcricdo de genes com
sequéncias consenso regulatoérias responsivas a hidrocarbonetos aromaticos. O AHR é bem caracterizado
no cancer de mama, mas poucos estudos elucidam seu papel em melanomas. O melanoma & um dos tipos
de cancer de pele mais letal com cerca de 6.000 novos casos anualmente. E um cancer geneticamente
diverso e estas diferencas caracterizam os tipos de tumores e as diferentes terapéuticas abordadas.
Resultados anteriores demonstraram o papel pro-tumoral e antitumoral dos derivados do triptofano em
modelos de melanoma. O presente projeto esta baseado nas hipéteses: (1) o AHR pode estar associado as
mutacées BRAF e NRAS em melanomas e assim poderia estar relacionado a resisténcia ao inibidor de
BRAF, o farmaco Vemurafenib, (2) pode ser um marcador da transformacdo de nevos e indicativo de
malignidade de melanomas e (3) alguns dos metabdlitos do triptofano originados da via serotonérgica e das
aminas-trago que inibem a proliferagdo de células de melanomas seriam ligantes de AHR. Para testarmos
estas hipoteses sera medida a expressdo do AHR numa colegdo de linhagens mutadas em

NRAS e BRAF e também em células BRAF tornadas resistentes ao Vemurafenib. Para o segundo objetivo,
contamos com um banco de amostras de pacientes que contém desde nevos normais, nevos displasicos,
melanoma radial, melanoma vertical até melanomas metastaticos. A expressao de AHR nessa colecao sera
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ligantes do AHR, células serdo geneticamente editadas para AHR em uma linhagem de melanoma
responsiva aos metabolitos do triptofano. Estes objetivos atendem a busca de novos marcadores
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ANEXO B. Curriculo lattes
Luis Roberto Masao Watanabe

~

' Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpg.br/1381067460035408
| Ultima atualizacdo do curriculo em 25/03/2019
i
i

Possui graduagdo em Farmacia e Bioquimica pela Universidade de Sdo Paulo(2012) e especializagdo em MBA
em Gestdo de Negdcios pelo Fundagdo Instituto de Administragdo(2016). (Texto gerado automaticamente pela
aplicagao CVLattes)

Identificacao

Nome Luis Roberto Masao Watanabe
Nome em citagdes bibliograficas WATANABE, L. R. M.
Endereco

Formacao académica/titulacao

2017 Mestrado em andamento em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / USP, FCF / USP, Brasil.
Titulo: Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) em melanoma: regulacdo frente ao inibidor de

BRAF e sua expressao na progressao da doenca,Orientador: @ Profa. Dra. Silvya Stuchi
Maria-Engler.
Coorientador: Dra. Silvana Sandri.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq,
Brasil.
2014 - 2016 Especializacdo em MBA em Gestdo de Negdcios. (Carga Horaria: 480h).
Fundagdo Instituto de Administracdo, FIA, Brasil.
Titulo: Impacto na imagem da indUstria farmacéutica diante de um recall.
Orientador: Profa. Maria Cecilia Guilherme Siffert Pereira Diniz.
2005 - 2012 Graduagdo em Farmacia e Bioquimica.
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Impacto da resolucdo n° 39/2008 da ANVISA no periodo antecedente ao inicio de
um estudo clinico no Brasil.
Orientador: Profa. Dra. Silvia Regina Cavani Jorge Santos.

Formagcao Complementar

2016 - 2016 III Curso de Inverno em Fisiopatologia e Analises Clinicas. (Carga horaria: 42h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / USP, FCF / USP, Brasil.
2016 - 2016 Manipulacdo em Microscopia e Boas Praticas em Micropipetagem. (Carga horéria: 5h).

Faculdade de Medicina / USP, FM / USP, Brasil.

Atuacao Profissional

Fundagao Butantan, FB*, Brasil.



Vinculo institucional
2015 - 2016

Outras informacoes

Vinculo: , Enquadramento Funcional: Analista de Garantia da Qualidade II, Carga horaria:
40, Regime: Dedicacdo exclusiva.

- Revisao e liberagdo de pastas de Registro de Produgdo do Lote; - Investigagdo de
desvios e ndo-conformidades; - Gerenciamento de acdes corretivas e preventivas - CAPAs;
- Gerenciamento das analises de Controle de mudanga; - Emissdo, distribuicdo e
encerramento de Log Books; - Acompanhamento em autoinspecGes; - Relatdrio de
tendéncia dos desvios de monitoramento; - Acompanhamento fabril das areas de
Formulagdo, Envase, Acondicionamento de vacinas e Processamento de Plasmas
Hiperimunes (soros).

Novartis Biociencias Sa, NOVARTIS, Brasil.

Vinculo institucional
2011 - 2015

Outras informacoes

Vinculo institucional
2010 - 2011

Outras informacgoes

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Analista de GMP - Garantia da Qualidade,
Carga horaria: 40, Regime: Dedicagdo exclusiva.

>>Analista de GMP - Garantia da Qualidade ? Compliance ? 02/2014 ? 09/2015 -
Investigagao de desvios e ndo conformidades e elaboracdo de analises de riscos, -
Aprovagdo de artes (cartuchos, bulas, rétulos e tiras), - Aprovagao e liberagdo de lotes de
Pesquisa Clinica e produtos comerciais, - Cadastro de materiais no SAP em relacdo aos
itens de qualidade, - Superuser do SAP e do sistema de gerenciamento de qualidade
(AQWA ? Trackwise): fornecimento de acesso aos usuarios, treinamento e melhoria
continua, - Elaboragdo dos relatdrios de substéncias controladas para ANVISA, VISA,
Policia Civil e Federal e Exército, - Recebimento, avaliagdo, registro dos produtos
devolvidos relacionados a qualidade, incluindo gerenciamento das agdes e analise critica
para possivel recuperagdo, - Suporte no gerenciamento das agdes de recolhimentos, stock-
outs e outras exigéncias das autoridades sanitarias, - Realizagdo de auditorias/inspegGes
internas em areas com impacto BPF, - Revisdo e manutencao de procedimentos
atualizados. >>Analista de GMP Jr - Garantia da Qualidade ? Compliance ? 10/2011 ?
01/2014 - Recebimento, avaliacdo de criticidade e registro das reclamac0es técnicas do
mercado, reclamag0es técnicas de outras filiais nos sistemas de reclamagdes, -
Investigagao das reclamag0es, preparacdo das respostas das investigacdes aos clientes, -
Acompanhamento das agGes propostas decorrentes das investigagdes e posterior
verificacdo de eficacias das agles, - Superuser do sistema de gerenciamento de
reclamagdes de produtos OTC: fornecimento de acesso aos usuarios, registro de novos
produtos no sistema e melhoria continua, - Fornecer suporte técnico ao Servigo de
Informag0es ao Cliente e para a Farmacovigilancia, - Revisdo e manutencdo dos
procedimentos atualizados.

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estagiario - Farmacovigilancia, Carga horaria:
30, Regime: Dedicagdo exclusiva.

- Treinamento nos procedimentos locais, globais e legislagbes aplicaveis a area de
Farmacovigilancia, - Processamento de casos de eventos adversos para matriz e para
autoridades sanitarias locais (CVS e ANVISA), - Auxilio nas tarefas administrativas do
departamento, - Fornecer suporte técnico para outras areas (Informagdes Médicas, Servico
de InformacGes ao Cliente, Assuntos Regulatérios e Pesquisa Clinica).

Icon Pesquisas Clinicas, ICON Clinical, Brasil.

Vinculo institucional
2008 - 2010

Outras informacoes

Quintiles, Q, Brasil.

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Assistente de Pesquisa Clinica, Carga
horéria: 40, Regime: Dedicagdo exclusiva.

Gestdo dos estudos conduzidos no Brasil, Chile e Argentina. - Responsavel por preparar
documentos para submissdo ética, - Responsavel por acompanhar aprovagoes éticas junto
aos centros, - Responsavel por coletar documentos da fase inicial para iniciagdo do centro,
- Prover assisténcia aos membros da equipe, - Manter os sistemas e arquivos dos estudos
atualizados, - Preparar e distribuir materiais dos estudos para os centros, - Suporte a
equipe regulatdria na preparacdo dos dossiés para submissdo a ANVISA, - Atividades
administrativas (suporte no mapeamento de processos, criacdo da estrutura dos arquivos).
(Alocado em Amgen Brasil Biofarmacéutica Ltda.)



Vinculo institucional
2007 - 2008

Outras informacoes

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estagiario - Assistente de Pesquisa Clinica,
Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo exclusiva.

- Gerenciamento dos documentos clinicos, - Preparar e distribuir materiais dos estudos
para os centros, - Manter os sistemas e arquivos do estudo atualizados, - Preparar e enviar
os relatérios de seguranga para os CEPs, - Acompanhamento de submissdo e aprovagao
de documentos do estudo, - Envio de CRFs para o gerenciamento de dados, - Prover
assisténcia aos membros da equipe.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2007 - 2007

Outras informacoes

Projetos de pesquisa
2017 - Atual

2007 - 2007

Vinculo: Iniciagdo cientifica, Enquadramento Funcional: Estagio, Carga horaria: 20,
Regime: Dedicagdo exclusiva.

Estudos quantitativos de relagdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica, QSAR
(Quantitative Structure Activity Relationship), sdo amplamente utilizados no planejamento
de novos candidatos a farmacos. Dentre os descritores estruturais mais empregados em
QSAR, destaca-se o coeficiente de particdo octanol-agua (Po,w). No que diz respeito ao
planejamento de farmacos que atuam no sistema nervoso central (SNC), estudos indicam,
entretanto, que o valor de Po,w ndo apresenta boa correlagdo com o transporte através da
barreira hematoencefalica. O presente projeto visa estudar a utilizacdo de coeficiente de
particdo micela-agua para avaliagdo da passagem de farmacos através da barreira
hematoencefalica

Indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) em melanoma: regulagdo frente ao inibidor de BRAF e
sua expressao na progressao da doenca

Descrigdo: A despeito dos grandes avancos obtidos com a imunoterapia, este € um
assunto ainda emergente no tratamento do cancer e tem alguns aspectos inexplorados.
Dentro deste tema, a enzima IDO vem despertando um grande interesse pela participacao
nos mecanismos de imunotolerancia, imunoescape e progressao tumoral. A IDO é uma
enzima induzivel, principalmente por interferons tipo I e I, e responsavel pelo consumo e
deplecdo do triptofano, produzindo o metabdlito bioativo quinurenina. Ela esta presente
em diversos tipos celulares, incluindo células do sistema imune e células tumorais,
incluindo o melanoma. O seu mecanismo de acdo € associado com a reducdo intratumoral
de infiltrado de células T efetores e com a diferenciacdo para células T reguladoras,
suprimindo a resposta imune contra o tumor. O melanoma é um cancer de baixa
incidéncia na populacdo, porém altamente invasivo e metastatico, levando o paciente a
obito em poucos meses. A via MAPK é a melhor elucidada em relagdo a progressao do
melanoma em decorréncia da elevada taxa de mutagOes oncogénicas e por isso, se tornou
alvo para o desenvolvimento de terapias direcionadas, entre elas o medicamento
vemurafenibe, um inibidor da mutagdo BRAFV600E. Altas taxas de respostas aos
medicamentos vém sendo alcangadas; entretanto, a maioria dos pacientes apresentam
resisténcia ao tratamento apos 6 a 9 meses. Além disso, estudos demonstraram que o
vemurafenibe apresenta uma atuagao mais abrangente, incluindo, um papel no sistema
imune com aumento da infiltragdo de linfocitos no microambiente tumoral, porém, seus
mecanismos ainda ndo foram elucidados. Assim, levantou-se a hipdtese do vemurafenibe
atuar sobre a enzima IDO e de que células resistentes ao vemurafenibe possam ter a
proliferacdo diminuida diante de um inibidor de IDO (1-MT). No presente projeto, visamos
avaliar o efeito do vemurafenibe, um inibidor especifico da mutagdao BRAFV600E, na
expressao e na atividade da enzima IDO, uma enzima envolvida no processo de evasao do
sistema imune. Buscaremos entender seus mecanismos moleculares e linhagens
resistentes serdo tratadas com 1-MT, um inibidor de IDO a fim de se verificar a sua
capacidade na redugdo da proliferacdo celular.

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Luis Roberto Masao Watanabe - Coordenador / Silvya Stuchi Maria-Engler -
Integrante / Silvana Sandri - Integrante.

Estudo do coeficiente de particao micela-agua de farmacos e sua correlacdo com a
passagem através da barreira hematoencefalica

Descrigdo: Iniciagdo cientifica - Estudos quantitativos de relacdo entre estrutura quimica e
atividade bioldgica, QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship), sdo amplamente
utilizados no planejamento de novos candidatos a farmacos. Dentre os descritores
estruturais mais empregados em QSAR, destaca-se o coeficiente de partigao octanol-agua
(Po,w). No que diz respeito ao planejamento de farmacos que atuam no sistema nervoso
central (SNC), estudos indicam, entretanto, que o valor de Po,w ndo apresenta boa
correlagdo com o transporte através da barreira hematoencefélica. O presente projeto visa
estudar a utilizagdo de coeficiente de particdo micela-agua para avaliacdo da passagem de



Idiomas

Inglés
Espanhol

Prémios e titulos

2018
2007

Produgoes

Producao bibliografica

farmacos através da barreira hematoencefélica.
Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (2) .

Integrantes: Luis Roberto Masao Watanabe - Integrante / Carlota de Oliveira Rangel Yagui
- Coordenador / Thiago Hardt Bueno de Souza - Integrante.

Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.
Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lé Razoavelmente, Escreve
Razoavelmente.

Melhor apresentacdo oral de Mestrado - VIII SIMPAC / III ISPAT, FCF / USP.
Melhor Pdster na Area de Farmacos e Medicamentos - Categoria Iniciagdo Cientifica, 15a
Reunido de Iniciacdo Cientifica/XII Semana Farmacéutica de Ciénc, FCF / USP.

Resumos expandidos publicados em anais de congressos
1. 77 WATANABE, L. R. M.; SOUZA, T. H. B. ; RANGEL-YAGUI, C. O. . Estudos de coeficiente de particdo micela-agua em
diferentes sistemas tensoativos. In: XII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia - FCF/USP, 2007, S&o Paulo.

Biofarma, 2007.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. IV ABCF (Associacdo Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas) Congress. Indoleamine 2 3-Dioxygenase (IDO) enzyme can
contributes to the resistance of human melanoma naive and resistant to BRAF inihibitor. 2018. (Congresso).

2. VIII SIMPAC / III ISPAT.Indoleamine 2 3-Dioxygenase (IDO) enzyme can contributes to the resistance of human melanoma
naive and resistant to BRAF inihibitor. 2018. (Simp0dsio).

3. X Simposio de Pré-iniciagdo Cientifica / Colégio Dante Alighieri.Programa Cientista Aprendiz. 2018. (Simp0dsio).

4. LII Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica (SUPFAB). 2017. (Simpdsio).

5. VIII Workshop on Melanoma Models. 2017. (Simpdsio).

6. VII SIMPAC / II ISPAT. 2016. (Simpdsio).

7. XLI Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica (SUPFAB). 2006. (Simpdsio).
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25/03/2019 ANEXO C. Ficha do Aluno

Fanus - Sistema Administrativo da Pos-Graduacdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 5413775/1 - Luis Roberto Masao Watanabe

Email: luis.watanabe@usp.br

Data de Nascimento: 21/09/1985

Cédula de Identidade: RG -43.771.916-9 - SP

Local de Nascimento: Estado de S&o Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduacao: Farmacéutico-Bioquimico - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de

Sao Paulo - Sédo Paulo - Brasil - 2012

Curso: Mestrado

Programa: Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area: Fisiopatologia

Data de Matricula: 06/12/2016

Inicio da Contagem de Prazo: 06/12/2016

Data Limite para o Depésito: 06/06/2019

Orientador: Prof(a). Dr(a). Silvya Stuchi Maria Engler - 06/12/2016 até o presente. Email:

silvya@usp.br
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 06/12/2016

Data de Aprovagao no Exame de

Qualificagéo: Aprovado em 22/01/2018

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovagao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 06/12/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduagédo USP (Resolugdo n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 04/02/2019
Impresso em: 25/03/2019 14:04:30
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25/03/2019

Fanus

DE DE
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- Sistema Administrativo da Pés-Graduacgdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9142 - 5413775/1 - Luis Roberto Masao Watanabe
FBCGﬂ 09- Biologia Molecular em Anlises Clinicas (1) 03/10/2016  30/10/2016 60 90 N  Concluida
BMI5881- Regulagdo da Resposta Imune (Instituto de
5/1 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao 03/03/2017 03/05/2017 120 100 N  Concluida
Paulo)
FB(133€?/7193' Tépicos em Fisiopatologia e Toxicologia | 07/03/2017 19/06/2017 15 100 N Condluida
: - . Pré-
MCM5880- Bioestatistica | (Faculdade de Medicina - .
S Univeraidae do S8o Pauloy 14/03/2017  24/04/2017 90 ; N matricula
indeferida
FBCRB0S Logica e Filosofia da Ciéncia 28/03/2017 10/07/2017 90 ; N Matricula
BMF5887- Novas Tendéncias em Farmacologia (Instituto
172 de Ciéncias Biomédicas - Universidade de 03/04/2017 07/05/2017 30 90 N  Concluida
Sao Paulo)
BMH5774- Metabolismo da Célula Tumoral (Instituto de
171 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao 04/04/2017  15/05/2017 60 100 N  Concluida
Paulo)
QBQ5717- Biologia Molecular da Transformagéo Maligna Pré-
5/1 (Instituto de Quimica - Universidade de Sao 23/06/2017 10/08/2017 210 - N matricula
Paulo) indeferida
FBCSTS Modelos de Melanoma 09/08/2017 15/08/2017 30 100 N  Concluida
FBCOTST- Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia I 15/08/2017 2711112017 15 ; N C“Qﬁiré‘f;’éi
FBC7?17 07- Biologia de Sistemas para Ciéncias da Vida ~ 19/09/2017  11/12/2017 60 100 N Condcluida
FB%?; 57 T6picos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 02/08/2018  14/11/2018 15 90 N  Concluida
Disciplinas: 0 25 26
Estagios:
Total: 0 25 26

Créditos Atribuidos a Dissertagédo: 71

Observagoes:

1) Disciplina(s) cursada(s) isoladamente e aceita(s) pelo(a) orientador(a) do(a) candidato(a).

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 04/02/2019

Impresso em: 25/03/2019 14:04:30
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