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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) é o segundo cancer de pele nao
melanoma mais comum. Sabe-se que 0s processos fisioldgicos que sdo necessarios
para a tumorigénese, como aumento da sobrevida celular, remodelag&o tecidual,
angiogénese, invasao e supressao da resposta imune adaptativa sao reguladas por
leucécitos infiltrados no microambiente tumoral. Esta estabelecido que os mondcitos
influenciam vérios aspectos do desenvolvimento tumoral. Os mondcitos estimulam a
proliferacdo de células neoplasicas, ativam células-tronco tumorais e promovem
metastase e também parecem ter a maquinaria celular para matar diretamente as
células malignas por indugdo da morte celular. Sabe-se agora que mondcitos
fenotipicamente semelhantes parecem desempenhar papéis opostos no
desenvolvimento tumoral. Baseado no exposto, o presente estudo procurou avaliar a
capacidade de monécitos em promover e influenciar a atividade de células tumorais
in vitro. Para tal empregamos duas linhagens de células de carcinoma espinocelular
(SCC-25 e Detroit 562) em ensaios de motilidade, invaséao, proliferacdo e expressao
génica, avaliando a influéncia do meio condicionado de mondcitos nessas células. Os
resultados evidenciaram que o meio condicionado (MC) de mondcitos influenciou
negativamente a motilidade das duas linhagens de carcinoma espinocelular.
Adicionalmente, o meio condicionado de mondcitos induziu aumento da taxa de
proliferacdo das células da linhagem tumoral SCC-25, mas diminuiu a taxa de
proliferacdo de células Detroit 562. Os resultados também mostraram uma influéncia
significativa de fatores derivados de mondcitos na capacidade de invaséo de células
da linhagem tumoral SCC-25. Em seguida, analisamos a expressdo de genes
relacionados com o processo de transicdo epitelial-mesenquimal. Os resultados
mostraram que genes importantes para migracao, invasdo e metastase, como MYC,
SOX2, EPCAM, AURKA e SYP foram expressos de forma diferente em células
tumorais estimuladas com o meio condicionado de mondcitos. Os fatores derivados
de mondcitos induziram aumento na expressdao do gene EPCAM por células da
linhagem tumoral SCC-25, ao mesmo tempo que modularam negativamente a
expressdo de MYC, SOX2 e SYP por essas células. Para a linhagem tumoral Detroit
562, os fatores derivados de mondcitos induziram aumento na expressao do gene
SOX2, ao mesmo tempo que modularam negativamente a expressdao de MYC,

AURKA, EPCAM e SYP por essas células. Dessa forma, os resultados descritos



indicam que fatores derivados de mondcitos podem contribuir de diferentes maneiras
para processos como motilidade, invasdo e proliferacdo das células das linhagens

tumorais provenientes de carcinoma espinocelular testadas em nosso estudo.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular. Mondcitos. Imunologia tumoral.



ABSTRACT

Evaluation of the effects of monocyte co_nditioned medium on tumor cell
activity In vitro

Squamous cell carcinoma (SCC) is the second most common non-
melanoma skin cancer. It is known that physiological processes that are necessary for
tumorigenesis, such as increased cell survival, tissue remodeling, angiogenesis,
invasion and suppression of the adaptive immune response, are regulated by
leukocytes infiltrating the tumor microenvironment. It has been established that
monocytes influence several aspects of tumor development. Monocytes stimulate
neoplastic cell proliferation, activate tumor stem cells and promote metastasis, and
also appear to have the cellular machinery to directly kill malignant cells by inducing
cell death. It is now known that phenotypically similar monocytes appear to play
opposite roles in tumor development. Based on the above, the present study sought
to evaluate the ability of monocytes to promote and influence the activity of tumor cells
in vitro. SCC-25 and Detroit 562 cells were cultured with conditioned medium of
monocytes (CM) and analyzed motility and invasion, proliferation and quantitative real
time PCR of genes related to the epithelial-mesenchymal transition. CM negatively
influenced the motility of squamous cell carcinoma cell lines. Additionally, CM induced
an increase in the proliferation rate of SCC-25 cells, but decreased the proliferation of
Detroit 562 cells. The results also showed a significant influence of CM on the invasion
of SCC-25 cells. Next, we analyzed the expression of genes related to the epithelial-
mesenchymal transition process. The results showed that genes important for
migration, invasion and metastasis, such as MYC, SOX2, EPCAM, AURKA and SYP
were expressed differently in tumor cells stimulated with the monocyte conditioned
medium. Monocyte-derived factors induced an increase in the expression of the
EPCAM gene by SCC-25 cells, while negatively modulating the expression of MYC,
SOX2 and SYP by these cells. Also, CM induced an increase in the expression of the
SOX2 gene, while negatively modulating the expression of MYC, AURKA, EPCAM and
SYP by Detroit cells. Thus, the results described indicate that factors derived from
monocytes can contribute in different ways to processes such as motility, invasion and
proliferation of cells from tumor cell lines from squamous cell carcinoma tested in our
study.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Monocytes. Tumor immunology.
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23

1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas ou carcinoma espinocelular (CEC, do
inglés, Squamous cell carcinoma) se origina a partir de células epiteliais estratificadas,
gue se encontram na parte mais externa da camada epiderme e se desenvolvem a
partir de disfungBesgenéticas ou expresséo alterada de moléculas importantes para
replicacao celular (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). O CEC é classificado de
acordo com sua localizagéo, sendo frequentemente encontrados na pele, cabeca e
pescoco, esbfago, pulméo e colo do utero (DOTTO; RUSTGI, 2016). Os principais
fatores de risco para 0s carcinomas espinocelulares sdo exposicao a radiacéo
ultravioleta, tabagismo, etilismo e infec¢des virais como HPV (Human Papillomavirus)
e EPV (Epstein-Barr virus) (DOTTO; RUSTGI, 2016; ISHIZUMI et al., 2010).

No cancer de pele, os tipos mais comuns de cancer nao melanoma séo o
carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC) (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer
de pele ndo melanoma, incluindo o carcinoma espinocelular, € o tipo de cancer, no
Brasil, mais frequente em homens e mulheres. A radiacao ultravioleta (UVA e UVB) é
a principal causadora de danos ao DNA das células da pele, levando a mutacdes de
genes importantes que mantém a homeostase desse tecido (EMANUELE; SPENCER,;
BRAUN, 2014). Tanto o UVA como o UVB podem contribuir para o cancer de pele,
em diferentes estagios, gerando instabilidade gendmica (BOUKAMP, 2005). Outro tipo
de carcinoma espinocelular, o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (HNSCC
do inglés, head and neck squamous cell carcinoma), € uma das principais causas de
morte por cancer em todo o mundo e inclui tumores biologicamente similares que
afetam principalmente labios, cavidade nasal, seios paranasais, cavidade oral, faringe
e laringe (SWIECICKI et al., 2019). As alteracfes celulares nos casos de HNSCC séo
resultantes da acéo de propriedades quimicas do tabaco, alcool e, mais recentemente,
pela associacdo de virus oncogénicos, tais como HPV (Papilomavirus humano)
(SCUTTI et al.,, 2016). O carcinoma espinocelular de pulm&o é o principal tipo
histol6gico de cancer pulmonar e compreende aproximadamente 30% de todos o0s
tumores pulmonares (WILKERSON et al., 2010). Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (2019), os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
pulméo sdo o tabagismo e a exposi¢cdo passiva ao tabaco. A molécula de DNA, que

armazena a informacao genética, € uma estrutura altamente reativa e alteracdes que
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afetam a integridade dessa molécula podem acontecer espontaneamente ou serem
induzidas por agentes quimicos ou fisicos, sendo chamados de fatores endégenos ou
exogenos(FRIEDBERG; MCDANIEL; SCHULTZ, 2004). A exemplo disso, o cancer é
causado por fatores externos como radiagéo ultravioleta, tabaco, consumo de élcool
entre outros, e por fatores internos como mutacbes, hormdnios e condi¢cbes
imunoldgicas, sendo as neoplasias resultadas de varias mutacdes, que ocorrem
devido a interacdo com o ambiente (ANAND et al.,, 2008). Embora a maioria das
muta¢Bes soméaticas que se acumulam em nossas células sejam inofensivas, alguns
tipos de cancer possuem a taxa de mutacdes aumentada devido a perda de algumas
vias de reparo dessas células, sendo esse acumulo de mutacdes fundamental para o
desenvolvimento do cancer (MARTINCORENA; CAMPEBELL, 2015). Algumas
dessas mutacdes podem ocorrer devido a defeitos na regulacéo do ciclo celular, nas
vias de reparo do DNA ou em vias de apoptose, podendo ter origem a partir de defeitos
genéticos hereditarios (AMBASTA, 2015).

As ceélulas neoplasicas podem apresentar antigenos que nao Ssao
expressos por células normais, ou ainda antigenos associados a tumores que séo
encontrados em células normais, mas que nas neoplasicas sdo expressos em grande
guantidade e de maneira descontrolada (COULIE et al., 2014). Segundo Dunn, Old e
Schreiber (2004), partindo da teoria da imunoedicdo do céncer, existem tumores
pouco imunogénicos que fazem o sistema imune ndo reconhecer seus antigenos,
favorecendo o desenvolvimento tumoral. A teoria da imunoedi¢cdo prossegue através
de trés fases: eliminacao, equilibrio e escape. A fase de eliminacéo, seguindo a Teoria
da Vigilancia Imunoldgica de Burnet, consiste no trabalho em conjunto do sistema
imune inato e adaptativo para a deteccao e destruicdo das células neoplasicas, antes
gue se tornem um tumor aparente (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). Algumas
moléculas como o interferon gama (IFN-y), a perforina e o ligante indutor de apoptose
relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL relacionado ao TNF), atuam como
efetores na vigilancia imunoldgica, prevenindo o desenvolvimento tumoral (KHONG;
RESTIFO, 2002). Se nessa fase o sistema imune for totalmente eficaz, ha um ponto
final no crescimento do tumor (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).

Entretanto, a massa tumoral possui células heterogéneas, com padrées de
mutacdes genéticas variaveis, alteracdes epigenéticas e expressdo génica, mesmo

fazendo parte de um mesmo tecido (TABY; ISSA, 2010). No entanto, as vezes as
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variantes de células neoplésicas raras podem ndo ser destruidas completamente na
fase de eliminagcdo e continuar na fase de equilibrio, ocorrendo um equilibrio entre a
eliminacé@o de células neoplasicas e o crescimento de variantes tumorais resistentes
(Yu; Ho, 2019). Segundo Teng et al. (2008), evidéncias clinicas apoiam a existéncia
de vérios mecanismos de dorméncia tumoral. O mecanismo de dorméncia celular
consiste na parada de replicacao e essas células podem desenvolver maneiras de
evitar o reconhecimento do sistema imune (AGUIRRE-GHISO, 2007; TENG et al.,
2008). A dorméncia angiogénica, outro mecanismo de dorméncia tumoral, ocorre
guando o tumor ndo se desenvolve devido a limitagdes na vascularizacdo da massa
tumoral (AGUIRRE-GHISO, 2007; TENG et al., 2008). Ha também a dorméncia imune,
onde o sistema imune mantém as células tumorais em baixos nimeros (AGUIRRE-
GHISO, 2007; TENG et al., 2008). Considerando o longo periodo que pode durar essa
fase do equilibrio, algumas células tumorais adquirem, através de alteracdes
genéticas, a capacidade de ndo serem mais reconhecidas pelo sistema imunoldgico
e expandem o crescimento da massa tumoral, entrando na terceira fase da
imunoedicéo, a fase de escape (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).

Na fase de escape, as células neoplasicas podem evitar o reconhecimento
do sistema imune devido a auséncia de expressao de antigenos tumorais, como a
perda da expressdo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC do inglés, major histocompatibility complex) ou também podem resistir aos
mecanismos de apoptose gerados pelo sistema imune (SCHREIBER; OLD; SMYTH,
2011). A partir disso, as células neoplasicas geram um microambiente
imunossupressor, secretando citocinas como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF do inglés, vascular endothelial growth factor), interleucina-10 (IL-10)
e fator de crescimento tumoral beta (TGF-B do inglés, tumor growth factor beta) e
também recrutando leucdcitos reguladores, como as células T reguladoras (Treg do
inglés, regulatory T cells), que suprimem a funcéo imune e levam ao escape tumoral
(VESELY et al., 2011).

Sabe-se que o0s processos fisiolégicos que sao necessarios para a
tumorigénese, como aumento da sobrevida celular, remodelacdo tecidual,
angiogénese, invasao e supressao da resposta imune adaptativa sao regulados por
leucocitos infiltrados no microambiente tumoral (de VISSER et al.,, 2006). No

microambiente inflamatorio dos tecidos neoplasicos é possivel detectar a presenca de
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mondcitos, macrofagos, células dendriticas, mastocitos e células T, que estdo entre
as células tumorais e no estroma de suporte (BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI,
2005; MANTOVANI et al.,, 2008). Uma das células de interesse no contexto do
microambiente tumoral sdo os mondcitos. Os mondcitos representam 10% dos
leucdcitos no sangue humano (AUFFRAY; SIEWEKE; GEISSMANN, 2009). No tecido,
0S mondcitos recém egressos do sangue, podem se diferenciar em macréfagos e
células dendriticas (AUFFRAY; SIEWEKE; GEISSMANN, 2009). Mondcitos
apresentam propriedades funcionais que permitem a estas células combater micro-
organismos, e participarem da patogénese de diferentes doencas inflamatdrias, como
o cancer (VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).

Apbés muitos estudos, observou-se a existéncia de subconjuntos de
monacitos no sangue humano (HEITBROCK et al., 2010). Assim, a populacdo de
monacitos é heterogénea, e as subpopulacdes destas células sao divididas de acordo
com o perfil de expresséo de receptores de quimiocinas e a presenca de moléculas
especificas em sua membrana (HEITBROCK et al., 2010). De acordo com seus
marcadores de superficie, 0s mondcitos podem ser classificados como: mondcitos
classicos (CD14**CD16’), mondcitos ndo classicos (CD14'CD16*™) e ainda
intermediarios (CD14**CD16"%) (HEITBROCK et al., 2010). Os mondcitos classicos,
também chamados de mondcitos inflamatérios, que saem da medula 6éssea e migram
para os locais de inflamacdo, apresentam alto potencial fagocitico e produzem
principalmente citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina 10 (IL-10)
(KAWAMURA; OHTEKI, 2018). Os mondcitos intermediarios possuem caracteristicas
como: receptores Fc como CD32 e CD64, atividade fagocitica e produzem citocinas
pré-inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF do inglés, tumor necrosis
factor), IL-1B e IL-6. (KAWAMURA,; OHTEKI, 2018). J& os mondcitos néo classicos,
chamados de ‘mondécitos de patrulha’, possuem uma fraca expressao de receptores
Fc, baixa atividade fagocitica e ndo produzem citocinas inflamatérias em resposta ao
LPS (lipopolissacarideos), in vitro (KAWAMURA; OHTEKI, 2018).

Os mondcitos nao classicos patrulham os vasos sanguineos e migram para
tecidos periféricos nao inflamados, como baco, pulmdo e figado, enquanto os
monacitos classicos ou inflamatoérios trafegam para os locais de inflamacao (SHI,
PAMER, 2011). Em condi¢bes patologicas, os mondcitos inflamatérios adquirem

fungBes como atividades pro-inflamatorias, apresentacéo de antigenos, remodelacdo
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de tecidos ou habilidades anti-inflamatérias, que geralmente ndo podem ser
cumpridas por outras células (GUILLIAMS; MILDNER; YONA, 2018). No estudo de
Serbina et al.,, (2003), bactérias Listeria monocytogenes foram inoculadas via
intravenosa em camundongos, infectando predominantemente o baco e o figado. Os
mondcitos inflamatoérios desses camundongos infectados por Listeria monocytogenes
migraram para a area onde se estabelece lesdes bacterianas, sofreram diferenciacao
em células dendriticas produtoras de TNF/INOS (Tip-DCs do inglés, TNF/INOS-
producing dendritic cells) e impediram a disseminacdo bacteriana (SERBINA et al.,
2003). Em outro estudo sobre mondcitos inflamatérios, camundongos CCR2”, ap6s o
desafio com Mycobacterium tuberculosis, tiveram uma frequéncia significativamente
reduzida de mondcitos, o que diminuiu o recrutamento de células T no local da
infeccdo, demonstrando que 0s mondcitos sao células importantes no processo
inflamatorio (PETERS et al., 2004). Estudos semelhantes aos ja citados demonstram
gue durante a infeccdo por Toxoplasma gondii os mondcitos inflamatérios séo
diretamente infectados, secretam IL-12 e NO e matam parasitas, mas esses mesmos
monacitos infectados com T. gondii também podem estar envolvidos no transporte de
parasitas para o cérebro (ROBBEN et al., 2005; COURRET et al., 2006). Em doencas
gue envolvem inflamacgdes conicas, como a aterosclerose, os mondcitos estao entre
as células que formam as placas ateromatosas, que agem acumulando ésteres de
colesterol para se tornarem foam cells (células espumosas) e usam receptores de
guimiocinas como CCR2, CCR5 e CX3CR1 (INGERSOLL et al., 2011).

Héa outras doencas que também relacionam o papel dos mondcitos na
inflamacéao crénica. Segundo Misharin et al. (2014), em modelos murinos deartrite
reumatoide, que se caracteriza como uma inflamacdo autoimune crénica das
articulagcdes, os mondcitos ndo classicos sao responsaveis pela iniciacdo e
progresséao da inflamacéao das articulacdes. Em estudos sobre esclerose multipla, que
€ uma doenca autoimune caracterizada por alteracdes inflamatérias e degenerativas
no cérebro e medula espinhal, o recrutamento de mondcitos inflamatérios é
fundamental para o inicio e progressdo da doenca (MILDNER et al., 2009). O lupus
eritematoso sistémico (LES) é outra doenca inflamatéria autoimune crénica, na qual
uma das caracteristicas € a disfuncdo e a homeostase alterada dos mondcitos
(NARASIMHAN et al., 2019). A nefrite lupica (LN) é a principal causa de morbidade

em pacientes com LES, sendo assim, o estudo de Barrera Garcia et al. (2016) mostrou
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que pacientes com formas graves de LN, com maior grau de infiltrado de células
CD16" (mondcitos ndo classicos) no glomérulo, apresentavam niveis mais baixos de
mondcitos ndo classicos no sangue periférico, sugerindo que os mondcitos nao

classicos foram recrutados para os tecidos renais.

No contexto do cancer, os monécitos podem desempenhar papéis opostos
devido as diferencas no tipo de cancer ou tecido de origem, no microambiente tumoral,
na fase de crescimento do tumor, e no modelo experimental (OLINGY; DINH;
HEDRICK, 2019). As principais fun¢des pro-tumorais dos mondcitos classicos no
cancer sao: diferenciacdo em macréfagos pré-tumorais, recrutamento de Tregs,
supressdo da funcdo de células T, angiogénese e remodelamento da matriz
extracelular (OLINGY; DINH; HEDRICK, 2019). Os monadcitos séo recrutados durante
a progressao e crescimento tumoral, e estudos apontam a quimiocina CCL2 como o
principal mediador no recrutamento de mondcitos (QIAN et al., 2011; CHUN et al.,
2015). Em um estudo de modelo progndstico para melanoma metastatico, o nimero
elevado de mondcitos no sangue periférico se mostrou associado a baixa sobrevida
dos pacientes (SCHMIDT et al., 2005).

Dados recentes indicam que mondcitos circulantes de pacientes com
cancer de prostata apresentam expressdo génica aumentada de diversas
guimiocinas, citocinas, moléculas de superficie e fatores de transcricdo, como
exemplo CCL3, CCL5, IL-1B, IL-6, além de um aumento da ativacdo de NF-kB e
fagocitose (CAVASSANI et al., 2018). Um outro estudo, de Huang et al., (2020),
mostrou que a alta expressao da quimiocina CCL5, que é secretada principalmente
por TAMs, derivados de mondcitos, promove metastase e aumento de células-tronco
no cancer de prostata. Segundo o estudo de Gilani et al., (2018), uma contagem
elevada de mondcitos no pré-operatorio esta relacionada a tumores mais agressivos
€ a uma maior taxa de recorréncia em pacientes com cancer no endométrio. Ademais,
0s mondacitos infiltrantes podem se diferenciar em macréfagos associados ao tumor
(TAMs do inglés, tumor associated macrophages), colaborando para o crescimento
do tumor, facilitando a angiogénese, a oferta denutrientes ao tumor e também exibindo
atividade negativa nas células T, através da expressdo do ligante de morte
programada 1 (PD-L1 do inglés, programmed death-ligand 1) (GUILLIAMS; MILDNER,;
YONA, 2018).
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Funcionalmente, os macréfagos teciduais sado classificados em dois
principais estados de polarizagéo, M1 e M2 (FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016).
Os macrofagos séo as células imunes encontradas com maior frequéncia no
microambiente tumoral e podem desempenhar papéis contrastantes no
desenvolvimento do cancer, dependendo de seu fendtipo, sendo os macréfagos do
tipo M1 com potencial de contribuir para os estagios iniciais da neoplasia, enquanto
0s macréfagos do tipo M2 geralmente envolvem-se depois que um tumor progride e
cresce (GUO et al., 2016; CONDEELIS; POLLARD, 2006). Os macréfagos M1, ou
classicamente ativados, sao ativados por IFN-y, ou receptores toll-like (TLR do inglés,
toll-like receptors), expressando MHC-II, CD68, CD80, CD86 e secretando citocinas
como IL-6, IL-12 e IL-23, apresentando entdo um perfil Th1 ou pré-inflamatério (CHEN
et al., 2019). A polarizacdo M1 geralmente € induzida por ligacdes de componentes
bacterianos aos TLRs, como lipopeptideos (TLR2), lipopolissacarideos (TLR4) ou
flagelina (TLR5), mas também tem a capacidade de lidar com bactérias intracelulares
como Listeria monocytogenes e Mycobacterium tuberculosis, através da secrecéo de
TNF e IL-12, que induzem a producdo de IFN-y em linfécitos, aumentando a
capacidade de destruicdo dessas bactérias intracelulares (FRANKEN; SCHIWON;
KURTS, 2016). Ja os macrofagos M2, ou alternativamente ativados, sdo estimulados
pelas citocinas auxiliares da célula T como IL-4 e IL-13, expressam CD163, CD206,
arginase 1 (Argl) e secretam IL-10 e TGF-f, apresentando um perfil imunossupressor
e pro-tumoral, com papel mais préximo ao perfil Th2 (CHEN et al.,, 2019). A
polarizacdo M2 pode ser subdividida em M2a que é desencadeada por citocinas como
IL-4 e IL-13; M2b, estimulada por LPS ou IL-1B, caracterizada por baixa producéo de
IL-12 e alta de IL-10, sendo o inverso funcional de M1; M2c que inclui desativacdes
desencadeadas por glicocorticoides (GC), IL-10 e TGF-f (MARTINEZ et al., 2008).
Em geral, macréfagos M2, além de promover a eliminacdo de detritos, angiogénese,
reparo de tecidos e controle da resposta inflamatéria mediadas por M1, os M2 séo
células efetoras competentes contra infec¢bes parasitarias (BENOIT; DESNUES;
MEGE, 2008). Os macrofagos, em geral,sédo uma populacao dinamica, pois ao mesmo
tempo em que participam de inflamacdes, também estdo nos eventos de resolucéo
desse processo (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008).

Geralmente, os macrofagos associados ao tumor se assemelham mais ao

perfil dos macrofagos M2, devido aos sinais presente no microambiente e trabalham



30

ativamente para o tumor: eles produzem varias moléculas que sustentam a
sobrevivéncia celular maligna, promovem o desenvolvimento vasos sanguineos
recém-formados, auxiliam as células tumorais em sua progressao, além de afetarem
significativamente as respostas imunes adaptativas ao recrutar e estimular células T
reguladoras (Treg) e ao recrutar linfocitos de perfil Th2 (SOLINAS et al., 2009). Os
TAMs secretam citocinas, quimiocinas e enzimas que suprimem as funcdes efetoras
das células T CD4* e T CD8*, recrutando células T reguladoras naturais (nTreg) para
0 microambiente tumoral, bem como induzem a fracao reguladora de CD4* (iTreg,
células T reguladoras induzidas) (NOY; POLLARD, 2014). As células Treg sao
recrutadas ao microambiente tumoral através de quimiocinas como CCL5, CCL22 e
CCL20, secretadas pelos TAMs e os mesmos induzem as células Treg através de
citocinas como IL-10 e TGF-B, contribuindo para um microambiente tumoral
imunossupressor (GUO et al., 2016). As citocinas TGF-$ e IL-10 agem modulando as
funcdes das células T, no qual o TGF- inibe linfocitos T citotdxicos, enquanto a IL-10
inibe funcbes das células T auxiliares (ADEEGBE; NISHIKAWA, 2013). Estudos
demonstram que os TAMs sdo 0s principais contribuintes na angiogénese tumoral,
através da liberacdo de fatores como VEGF, PDGF e TGF-B e também de varias
enzimas moduladoras, como metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2 ou gelatinase A),
metaloproteinase da matriz-7 (MMP-7 ou matrilisina 1), metaloproteinase da matriz-9
(MMP-9 ou gelatinase B), metaloproteinase da matriz-12 (MMP-12 ou metaloelastase
de macrofagos) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (SOLINAS et al., 2009; CHEN et al., 2019
). A angiogénese contribui para maior nutricdo das células cancerigenas e esta
associada ao crescimento e metastase do tumor, desempenhando um papel
importante na progressado do cancer (CHEN et al., 2019). Os macrofagos presentes
no tumor podem ainda expressar ligantes que, através de inibidores da funcéo imune
das células T, como PD-1 (do inglés, programmed death 1) e CTLA-4 (do inglés,
cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4), inibem células efetoras imunoldgicas
ativadas, colaborando para o desenvolvimento tumoral (NOY; POLLARD, 2014).
Assim, estudos revelam que os TAMs facilitam a angiogénese e a remodelacdo da
matriz extracelular e ainda promovem a motilidade das células tumorais, sendo essa
comunicacdo que leva a invasao e a saida de células tumorais para 0s vasos
sanguineos (CONDEELIS; POLLARD, 2006).
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Sabemos, entdo, que a inflamacdo esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, através de processos que envolvem
genotoxicidade, reparo desordenado do tecido, respostas proliferativas, invasao e
metastase (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Os mondcitos, que séo células
imunes inatas importantes, estdo envolvidos na manutencgéo da homeostase vascular,
mas também contibuem de diversas formas nos processos inflamatérios e no cancer
(NARASIMHAN et al., 2019). Apesar de descrita na patogénese de diferentes tipos de
cancer, a funcdo dos mondcitos inflamatorios ainda ndo é muito bem compreendida.
Ao mesmo tempo em que essas células podem participar do controle do
desenvolvimento tumoral, também podem contribuir com inflamacéao sistémica. Deste
modo, a compreensédo do papel dessas células se faz importante para determinacgéo

de novos alvos terapéuticos para essa condi¢ao clinica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais das neoplasias.

Neoplasias malignas ou canceres sdo doencgas que podem ter origem em
orgaos ou tecidos do corpo e sdo resultado do crescimento anormal e desordenado
de algumas células desses locais, podendo invadir tecidos vizinhos, sendo esse
processo chamado de metastase (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER — INCA,
2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude - OMS (2020), o cancer € a sexta
principal causa de morte no mundo, no qual as mortes por cancer de traqueia,
brénquios e pulméo aumentaram de 1,2 milhdo para 1,8 milhdo, segundo dados de
2019. O céancer surge a partir de complexas mutacdes genéticas, nos quais muitos
desses genes estdo associados a controlar atividades essenciais, como diferenciacao,
proliferacdo e morte celular (Revisto por MELO; JUNQUEIRA; CHAMMAS, 2003). A
transformacao de células normais em células tumorais é um processo de varios
estagios que geralmente progride de uma lesdo pré-cancerosa para um tumor
maligno, sendo essas alteracfes o resultado da interacdo entre fatores genéticos de
uma pessoa e agentes externos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE - OMS,
2018). Esse processo de formacdo do cancer é chamado de carcinogénese ou
oncogénese e, em geral, acontece lentamente, devido aos efeitos cumulativos de
diferentes agentes cancerigenos ou carcin0genos que Sao 0s responsaveis pelo
inicio, promocéao, progressao e até inibicdo do tumor (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA — INCA 2018).

Os carcinomas espinocelulares (CECs) sdo os mais frequentes e uma das
principais causas de mortalidade por cancer (DOTTO; RUSTGI, 2016). Os diferentes
CECs apresentam caracteristicas histolégicas comuns e surgem de tecidos epiteliais
gue podem ser classificados como epitélio escamoso estratificado (pele, eséfago e
cavidade oral) e epitélio ndo escamoso (vias aéreas) (SANCHEZ-DANES; BLANPAIN,
2018). Alguns tipos de CEC, como o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
(HNSCC do inglés, head and neck squamous cell carcinoma), sdo causados
principalmente pelo consumo de tabaco, alcool e pela infec¢ao do virus do papiloma
humano (HPV), além da predisposicdo genética (LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2010). No carcinoma espinocelular pulmonar (LSCC do inglés, lung

squamous cell carcinoma), 97% dos casos sao atribuidos ao tabagismo (HERBST et
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al., 2008). O consumo de alcool, juntamente com o tabaco, também é um fator ligado
ao HNSCC e principalmente ao carcinoma espinocelular do eséfago (ESCC do inglés,
esophageal squamous cell carcinoma) (DOTTO; RUSTGI, 2016). O virus do papiloma
humano (HPV), fator de risco ao desenvolvimento de neoplasias, € responséavel por
96% dos casos de CEC cervical e por diversos casos de HNSCC, pois age no genoma
das células epiteliais através de oncoproteinas que perturbam o ciclo celular e levam
a formacao do cancer (DOORBAR, 2006). A exposicdo aos raios ultravioletas (UV) é
o principal fator de risco para o cancer de pele em geral (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020). A radiacao ultravioleta (UVR do inglés, ultraviolet radiation) age na
pele causando danos ao DNA celular, mutacbes em genes importantes para a
supressao tumoral como o p53, imunossupressao, estresse oxidativo e respostas
inflamatodrias importantes no desenvolvimento de fotoenvelhecimento e do cancer de
pele (NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010).

O cancer de pele ndo melanoma € o mais frequente cancer diagnosticado,
em ambos os sexos (BRAY et al., 2018). Dentre os tipos de cancer de pele néo
melanoma, o carcinoma espinocelular é a segunda forma mais comum e tem origem
a partir de queratindcitos do estrato espinhoso, localizados na epiderme (FUNDACAO
DO CANCER DE PELE, 2019; VAN DE GRAAFF, 2003). O carcinoma espinocelular
ocorre com maior frequéncia em areas do corpo expostas aos raios ultravioleta
oriundos do sol, como face, orelhas, pescoco, labio e dorso das maos, e menos
frequentemente na pele da area genital (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). As
lesdes visiveis do CEC caracterizam-se, frequentemente, como manchas escamosas
vermelhas que podem sangrar, feridas abertas que nao cicatrizam, crescimentos
semelhantes a verrugas ou crescimentos elevados com uma area mais baixa no
centro (FUNDACAO DO CANCER DE PELE, 2019). As lesdes no DNA mais
frequentemente induzidas por UVA ou UVB resultam da ligacdo covalente de duas
bases adjacentes de pirimidina, os chamados dimeros de pirimidina, que incluem
principalmente a substituicdo das bases C — T, incluindo CC — TT, sendo esse
evento considerado como assinatura especifica de danos ao DNA induzidos por UV
(DOUKI; KOSCHEMBAHR; CADET, 2016). Esses danos ao DNA, através de dimeros
de pirimidina, foram encontrados principalmente no gene supressor de tumor p53 de
tipos tumorais como o CEC e o carcinoma basocelular (CBC) e também em

precursores de tumores como a queratose actinica (BRASH, 2015). Havendo um
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namero expressivo de danos ao DNA da célula, acontece entdo a mutacdo, que no
caso de ocorrer no gene p53, retarda o mecanismo de reparo das células, impedindo
a apoptose e a morte programada, permitindo entdo a multiplicacdo dessas células
mutantes e o0 desenvolvimento do tumor (BRASH, 2015; BENJAMIN;
ANANTHASWAMY, 2007). Os raios UV na pele também possuem efeitos agudos,
como a inducédo da inflamagdo (D’'ORAZIO et al.,, 2013). O UVB age induzindo
citocinas, mediadores vasoativos e neuroativos na pele, que resultam em uma
resposta a esses danos nos queratindcitos, como a ativacdo da p53, alterando a
fisiologia dos queratindcitos, induzindo a apoptose, se for o caso, e apés varias horas,
apos a exposicdo aos raios UV, hd uma grande proliferacao de queratindcitos, levando
a um aumento da espessura da epiderme para protecdo da pele contra a UV
(D'ORAZIO et al.,, 2013). A inducdo constante de inflamacdo e a instabilidade
genbmica provavelmente sdo as principais causas do desenvolvimento inicial de
alteracdes cromossOmicas, no qual o conjunto dessas alteracfes levam ao carcinoma
espinocelular maligno (BOUKAMP, 2005; DOTTO; RUSTGI, 2016).

O carcinoma espinocelular € responsavel pela maioria dos canceres de cabeca
e pescoco, surgindo do revestimento escamoso das superficies com mucosas umidas,
como faringe, laringe e seios paranasais e também da superficie da pele exposta ao
sol (GLASTONBURY, 2020). O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco € o
sexto cancer mais comum em todo o mundo, com 890.000 novos casos e 450.000
mortes em 2018 (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). Pelo menos 75% das
neoplasias de cabeca e pescoc¢o sao causados pelo uso de tabaco e alcool (incluindo
o chamado “tabaco de mascar” ou "rapé"), especialmente cancer da cavidade oral,
orofaringe, hipofaringe e laringe (BLOT et al., 1988; HASHIBE et al., 2009). A infeccéo
por tipos de papilomavirus humano (HPV) que causam cancer, especialmente HPV
tipo 16, é também um fator de risco para alguns tipos de cancer de cabeca e pescoco,
particularmente canceres de orofaringe (CHATURVEDI et al., 2011). O carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco se origina a partir de células do epitélio da mucosa
gue revestem a cavidade oral, faringe, laringe e trato nasossinusal, seguindo etapas
de progressdo como hiperplasia de células epiteliais, displasia (leve, moderada e
grave), carcinoma in situ e, finalmente, carcinoma invasivo (PORCHERI; MEISEL;
MITSIADIS, 2019). A formacdo do carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo

geralmente envolve a inativacdo de genes supressores de tumor, como CDKN2A
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(inibidor de cinase dependente de ciclina 2A), TP53 e PTEN (gene que codifica
fosfatase homologa a tensina) (JOHNSON et al., 2020).

2.2 Fatores genéticos associados ao carcinoma espinocelular

Alguns dos principais genes e as vias de sinalizagdo relacionadas com a
proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia celular, inicio, promoc¢éo e progressao do
carcinoma espinocelular ja foram identificados (PHILIP et al., 2016). Dados indicam a
presenca de alteracbes em genes associados ao ciclo celular no carcinoma
espinocelular como, por exemplo, TP53, CCND1, CDKN2A, RB1l, TERT e as
alteracdoes nesses genes promovem desenvolvimento de células com crescimento
descontrolado (ARBELAEZ, 2020). Estudos também indicaram alteracdes em genes
e fatores de transcricdo de células-tronco como, por exemplo NANOG (Nanog
homeobox transcrption fator), SOX2 (sex-determining region Y-box 2), EZH2
(enhancer of zeste homolog 2), MYCN e MYC (members of the MYC family of proto-
oncogenes), CHGA (chromogranin A), AURKA (aurora quinase A), EPCAM (epithelial
cell adhesion molecule) e SYP (synaptophysin) desempenham um papel essencial ha
progressédo do cancer (ARBELAEZ, 2020).

Nos tumores epiteliais malignos, o potencial metastatico tem sido
relacionado a Transicao-Epitélio-Mesenquimal (EMT, do inglés epithelial-
mesenchymal transition). A transicao epitélio-mesenquimal € um processo no qual as
células epiteliais perdem a aderéncia através de juncdes intercelulares, caderinas,
desmossomos e marcadores epiteliais adquirem fendtipo mesenquimal, bem como
propriedades invasivas e migratérias (PINTO, 2015). Fatores de transcricdo, como oS
OCT4, SOX2 e NANOG sédo importantes na manutencdo da expressdo génica
necessaria para a autorrenovacao e suprimem a expressao génica necessaria para a
diferenciacao de células-tronco embrionérias e a alteracao da atividade desses fatores
induz a diferenciacdo (SWAIN et al., 2020). SOX2 desempenha papel fundamental na
manutencdo do fendtipo de células-tronco embrionarias durante a embriogénese e,
no cancer, controla varias caracteristicas das células neoplasicas, como proliferacao,
transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), migracdo, invasdo, metastase, iniciacdo
tumoral, formacéo de células-tronco neoplasicas, bem como resisténcia a apoptose e

terapia (NOVAK et al., 2019). A superexpressdo de SOX2 se correlaciona com a
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tumorigenicidade em diversos tipos de cancer, principalmente carcinomas de ovario e
carcinomas espinocelular de cabeca e pescoco, e se essa superexpressao de SOX2
for inibida a proliferacdo e a expanséo de tumores podem ser reduzidas (LEE et al.,
2014; LI et al., 2015). NANOG, outro fator de transcricdo relacionado com o
desenvolvimento tumoral, tem sua expressao regulada por OCT4/SOX2 (SWAIN et
al., 2020). A proteina NANOG é expressa apenas em células-tronco embrionarias,
sendo crucial para a manutencdo da pluripoténcia, no entanto, a expressao de
NANOG pode ser detectdvel em células cancerosas que exibem propriedades
semelhantes as células-tronco, que se acredita serem a fonte de transformacao
maligna, progressao do cancer e desenvolvimento de metastases (GRUBELNIK et al.,
2020). A expressdo de NANOG foi descrita em varios tipos de tumores. Segundo
estudo de Lee etal., (2015), a alta expressdo de NANOG citoplasmatica em carcinoma
espinocelular oral (OSCCs) pode conferir caracteristicas agressivas ao tumorque, por

sua vez, indica mau prognostico.

A familia de proto-oncogene MYC, que compreende principalmente c-Myc
(MYC), n-Myc (MYCN) e |-Myc (MYCL), € importante para o desenvolvimento e
proliferacdo celular normal, mas a expressdo anormal da familia MYC promove a
tumorigénese em varios canceres humanos (LIU et al.,, 2017). MYCN tem sua
expressdo aumentada principalmente em tumores do sistema nervoso, como
neuroblastoma, meduloblastoma, retinoblastoma, astrocitoma e glioblastoma
multiforme, mas também em cancer ndo neuronal, como cancer de prostata do tipo
neuroendocrino resistente a castracao, tumores hematolégicos malignos, cancer de
pulmédo de células pequenas e tumor pancreatico (YOSHIDA, 2018). Estudos
propuseram outros alvos da via MYCN, como SOX2, p53, miR-34a e miR-9, para
avaliar o mau prognéstico do cancer de pulméo de células ndo pequenas (NSCLC),
sugerindo que a alta expressao de MYCN se correlaciona com a expresséo de SOX2,
porém mais investigacbes sdo necesséarias (RUIZ-PEREZ; HENLEY; ARSENIAN-
HENRIKSSON, 2017). Um outro proto-oncogene da familia MYC, c-Myc, quando
ativado inadequadamente, contribui para o0 desenvolvimento das neoplasias
humanas, ocorrendo através de mecanismos como: translocacdes cromossdmicas,
amplificacdo génica, estimulo da transcri¢cdo génica, insercdo de retrovirus adjacente
ao gene c-Myc etc (FARIA; RABENHORST, 2006). Em estagios avancados de

carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, o estudo de Waitzberg e
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colaboradores (2004) mostrou que a expressao concomitante de ambos 0s oncogenes
c-Myc e p53 foi associada a pior sobrevida livre de doenca, 0 que sugere um papel

importante desses genes na progressao tumoral.

Dentre 0s muitos genes com expressao aumentada em células tumorais, 0
potenciador do homoélogo Zeste 2 (EZH2) é um importante exemplo, pois atua em
Varios processos biolégicos, e com isso esta relacionado a muitas doencas, incluindo
o cancer (LU et al., 2010). EZH2 é uma subunidade catalitica enzimatica do complexo
repressivo Polycomb 2 (PRC2), que pode alterar a expressao génica por trimetilacédo
de Lys-27 na histona 3 (H3K27me3), sendo esse processo associado a repressao da
expressdo de genes e € considerado um evento epigenético critico durante o
desenvolvimento do tecido e a determinagéo do destino das células-tronco (DUAN;
DU; GUO, 2020). No estudo de Xia e colaboradores (2020) foi demonstrado que o
EZH2 atuou como um promotor tumoral no cancer de pulméo, no qual a diminui¢cdo
de expressédo de EZH2 reduziu a secrecao da proteina CCLS5, inibindo o recrutamento
de macrofagos e, finalmente, levando a diminuicdo da capacidade de invasédo e

metastase das células de cancer de pulméao.

Um outro gene de importancia, CHGA, é um gene que codifica proteinas
neuroendocrinas da familia cromogranina/secretogranina, encontrado em vesiculas
secretoras de neurdnios e células endocrinas (MURPHY et al., 2021). Evidéncias
sugerem que a cromogranina A (CHGA), presente em quantidades variaveis no
sangue de pacientes com cancer, pode desempenhar um papel na regulacdo da
angiogénese tumoral, estrutura vascular e permeabilidade, e que pode também afetar
a resposta a certas terapias (LOH et al., 2012). O gene CHGA foi considerado um
biomarcador para neoplasias neuroenddcrinas e um biomarcador potencial para o
diagndstico precoce de cancer gastrico e cancer de prostata (ZHANG et al., 2019).
Aurora quinase A (AURKA), também conhecida como serina/treonina proteina
guinase 6, possui funcdes importantes na mitose e em processos biolégicos nao
mitéticos e sua expressdo aumentada tem sido implicada instabilidade genética e
tumorigénese, que sdo observadas em canceres, incluindo leucemia, ovario, pulmao,
pancreas, figado e cancer colorretal (WU et al., 2018). Em uma analise retrospectiva
de CEC de laringe, a analise de 37 amostras pareadas por RT-PCR revelou aumento
da expressédo de AURKA em tecido tumoral, correlacionando também com metastase

de linfonodo e estagio clinico (Zhang et al., 2012). Em outro estudo, pacientes com
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carcinoma de cabeca e pescoco e mRNA de AURKA elevado tiveram uma sobrevida
global e livre de doengca mais curta, desempenhando papel critico na progressao
tumoral (REITER et al., 2006).

A molécula de adeséo de células epiteliais (EPCAM), uma glicoproteina
transmembrana do tipo 1, tem sido estudada em uma ampla variedade de carcinomas
humanos e tecidos epiteliais normais e é considerado o antigeno associado a tumor
mais estudado (BAEUERLE; GIRES, 2007). A expressao do gene de EPCAM é
significativamente elevada em varios adenocarcinomas humanos, bem como em
carcinomas espinocelulares, sendo de grande interesse para ser aplicadocomo um
marcador de progndstico, diagndéstico e intervencdo terapéutica para canceres
epiteliais (MOHTAR et al., 2020).

Por dltimo, outro gene que avaliamos em nosso estudo foi o SYP que
codifica a proteina Sinaptofisina, uma proteina de membrana e marcador
neuroendocrino envolvido na formagéo de vesiculas sinapticas, e esta envolvida na
diferenciacdo neuronal e neuroenddcrina principalmente em humanos. Estudos
anteriores relataram que SYP é principalmente expresso em tumores adrenocorticais
e sua expressdo em adenomas adrenocorticais pode estar associada a funcées como
transporte ou secrecdo de glicocorticoides. Portanto, € possivel que o SYP possa
desempenhar um papel importante nos tecidos do adenoma adrenocortical (ZHONG
et al., 2019).

2.3 Sistema imunolégico na prevencado de tumores

O sistema imunolégico € muito importante na prevencao de tumores e tem
como papéis principais: Age na eliminacdo de patdgenos e na pronta resolucdo da
inflamacédo, impedindo o surgimento de um ambiente inflamatério propicio a
tumorigénese e, também, possui a capacidade de identificar e eliminar
especificamente células tumorais, através do reconhecimento de antigenos ou
moléculas expressados por essas células, induzidos pelo estresse celular (SWANN;
SMYTH, 2007). Esse processo, no qual o sistema imune identifica e induz a morte
celular de células transformadas antes de formarem neoplasias malignas, é conhecido
como imunovigilancia (VESELY et al.,, 2011). Em 1909, Paul Ehrlich formulou a
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hipétese de que o hospedeiro possui defesas que podem impedir as células
neopléasicas de se transformarem em tumores, mas essa teoria ndo pbde ser
comprovada & época, pois ndo tinham recursos metodolégicosadequados (RIBATTI,
2017). Mais tarde, Lewis Thomas e Sir Frank Mac Farlane Burnet sugeriram que o
sistema imunoldgico reconhece os tumores através da expressao de neo-antigenos
especificos nas células tumorais e os elimina para manter a homeostase tecidual
(RIBATTI, 2017). Apds experimentagdo através da inducdo de tumor em
camundongos, a hip6tese da imunovigilancia, de Burnet e Thomas, ganhou
reconhecimento (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Novos dados, no entanto,
mostraram que a imunovigilancia representa apenas uma parte da complexa relacéo
entre o sistema imunologico e o cancer, onde o0 sistema imunologico também
podeinduzir o surgimento de tumores primarios com imunogenicidade reduzida, que
sdo capazes de escapar ao reconhecimento e a destruicdo das células imunes,
levando ao desenvolvimento da hipotese da imunoedi¢cdo do cancer (DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004).

A imunoedicao é uma extensao da hipotese de imunovigilancia, propondo
gue a pressao seletiva imposta pelo sistema imunolégico molde o fenétipo tumoral e
favoreca o desenvolvimento de neoplasias que ndo induzam uma resposta imune
efetiva. Este processo ocorre em trés fases distintas: eliminacéo; equilibrio e escape,
mas em alguns casos, as ceélulas tumorais podem entrar diretamente nas fases de
equilibrio ou de escape sem passar pela fase anterior (SCHREIBER; OLD; SMYTH,
2011).

A fase de eliminacdo corresponde a imunovigilancia e envolve a
capacidade do sistema imunolégico de reconhecer os antigenos tumorais e
desencadear os mecanismos de resposta imune as células neoplasicas (DUNN et al.,
2002). Durante a resposta imune inata ha a inducao de sinais inflamatorios que levam
ao recrutamento de células do sistema imune para o microambiente tumoral.
Independente dos mecanismos de reconhecimento, as vias efetoras sdo mediadas
por IFN-y. IFN-y exerce citotoxicidade limitada as células tumorais, com efeitos
antiproliferativos, antiangiogénicos e inducédo de apoptose, levando a formacéo de
detritos de células tumorais que serdo ingeridos pelas células dendriticas imaturas
(KIM; EMI; TANABE, 2007; DUNN et al., 2002). As células NK produzem IL-12 e IFN-

Y, que eliminam as células tumorais por mecanismos citotoxicos mediados por TRAIL,
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perforina e intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio. Paralelamente, esse
processo de eliminacdo das células neoplasicas, as células dendriticas migram para
o linfonodo satélite e estimulam a proliferacdo de células T CD4* e CD8* tumor-
especificas. Por fim, as células da imunidade adaptativa, linfocitos T CD4* e T CD8*
efetores, migram para o microambiente tumoral onde reconhecem o0s antigenos
tumorais e sdo ativados para eliminar as células neoplasicas (KIM; EMI; TANABE,
2007; DUNN et al., 2002).

Na segunda fase, a fase de equilibrio, as células neoplasicas e as células
do sistema imunoldgico entram em equilibrio dindmico, na qual o sistema imune
adaptativo controla a proliferacdo das células tumorais, mas também esculpe a
imunogenicidade dessas células (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). Nesta fase
valem as regras da sele¢éo natural darwiniana, na qual as novas variantes de células
tumorais séo selecionadas pela resisténcia ao ataque do sistema imune (TORREZINI,
ATHANAZIO, 2008). Neste processo de equilibrio, os linfécitos e o IFN-y exercem
pressao sobre as células tumorais, contendo a maioria delas, mas néo as extinguindo
completamente e, entédo, as células tumorais geneticamente instaveis sofrem rapida
mutacdo, 0 que proporciona resisténcia aos mecanismos de resposta imunologica
(KIM; EMI; TANABE, 2007). A fase de equilibrio € pouco compreendida e,
provavelmente, a mais longa dos trés processos e pode ocorrer durante um periodo
de muitos anos (DUNN et al., 2002).

As células neoplasicas que sobrevivem a fase de equilibrio entram na fase
de escape. Nesta terceira fase, as células neoplasicas acumularam caracteristicas
gue impedem o ataque do sistema imunoldgico, o que favorece o crescimento do
tumoral (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). O escape de células tumorais pode
ocorrer através de muitos mecanismos como: reducdo do reconhecimento pela
auséncia de antigenos tumorais, modificacbes estruturais e de expressdao das
moléculas de MHC, desenvolvimento de um microambiente tumoral imunossupressor
através da liberacdo de citocinas inibitorias (TGF-f ou IL-10) e pela inducdo de
moléculas imunorreguladoras, ou adquirindo insensibilidade ao IFN-y (MITTAL et al.,
2014). A perda de antigenos, o primeiro mecanismo de escape tumoral citado, surge
devido a selecao imune de células neoplasicas que ndo possuem ou modificam os
antigenos tumorais, bem como a deficiéncia na apresentacdo de antigenos, como por

exemplo, a perda da expressdo de moléculas do complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC) (BEATTY; GLADNEY, 2015). A partir desses mecanismos
de escape, as células neoplasicas estabelecem um ambiente imunossupressor dentro
do microambiente tumoral através da secrecao decitocinas, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), TGF-3, IL-10, indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO) elou recrutando células reguladoras que funcionam como efetores da
imunossupressao, como células T reguladoras (Treg) e células supressoras derivadas
da linhagem mieloide (MDSCs) (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).

2.4 Aspectos gerais dos mondcitos

No microambiente tumoral, as interacbes celulares afetam o
desenvolvimento e a progressao do cancer e nesse microambiente contém varias
células ndo cancerosas, como fibroblastos e células endoteliais, e também células do
sistema imunoldgico inato e adaptativo, incluindo mondcitos, macrofagos, células
dendriticas, mastécitos e células T (HIRATA; SAHAI, 2017; ARNETH, 2020). Uma
célula importante dentre as inseridas no microambiente tumoral e que € de interesse
no presente estudo € o mondcito. Em condicdes homeostaticas, os mondcitos se
originam de células progenitoras mieléides comuns, que se desenvolveram a partir de
células tronco pluripotentes da medula 6ssea, no entanto, em condicdes inflamatorias
ou patologicas, pode ocorrer monopoiese extramedular no baco (MITCHELL;
ROEDIGER; WENINGER, 2014). As células progenitoras mieléides comuns se
diferenciam sequencialmente em progenitoras de macréfagos e granulocitos, depois
em progenitoras de células dendriticas e macréfagos comuns e, finalmente, em
progenitoras de mondcitos comprometidos (MITCHELL; ROEDIGER; WENINGER,
2014). Os mondcitos sao células sanguineas circulantes, responsaveis pelas funcdes
de homeostase, defesa imunolégica e reparo tecidual, que constituem
aproximadamente 10% dos leucdcitos periféricos em humanos e originam macrofagos
teciduais e células dendriticas (GUILLIAMS; MILDNER; YONA, 2018). O fator
estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF do inglés, macrophage colony
stimulating factor), ou fator estimulador de colénias 1 (CSF-1 do inglés, colony
stimulating factor 1), sdo os fatores mais conhecidos que influenciam o
desenvolvimento de mondcitos durante a homeostase (MITCHELL; ROEDIGER,;

WENINGER, 2014). Ja o fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos
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(GM-CSF do inglés, granulocyte macrophage colony stimulating factor) contribui
principalmente para a monopoiese durante os estados inflamatérios (MITCHELL;
ROEDIGER; WENINGER, 2014).

Os mondcitos do sangue periférico sdo identificados e caracterizados em
trés subconjuntos funcionalmente diferentes, de acordo com a expressao dos
marcadores de superficie CD14 e CD16 (SPRANGERS; DE VRIES; EVERTS, 2016):
mondcitos classicos (CD14**CD16°), mondcitos ndo classicos (CD14- CD16*) e
mondcitos intermediarios (CD14**CD16") (GUILLIAMS; MILDNER; YONA, 2018). Os
mondcitos classicos ou inflamatorios, além de possuirem os marcadores CD14**
CD16°, podem ser distinguidos por marcadores adicionais, como CD36, CCR2 e
CD64, e possuem funcdes de participar das respostas antimicrobianas do hospedeiro
(KAPELLOS et al., 2019). Uma vez que 0s monacitos classicos sao liberados na
circulacdo, permanecem por aproximadamente um dia para posteriormente sofrer
diferenciacdo em macréfagos nos tecidos ou, alternativamente, se converterem em
monacitos nao classicos (GUILLIAMS; MILDNER; YONA, 2018). Essa “polariza¢ao”
dos monacitos classicos depende de citocinas com perfis Thl ou inflamatérias ou até
Th2 (MITCHELL; ROEDIGER; WENINGER, 2014). Os mondcitos intermediarios
possuem como caracteristica, além dos marcadores de superficie CD14**CD16*, uma
alta expressao das moléculas CCR5 e HLA-DR e estdo envolvidos em processos
como apresentacao de antigenos e na migracdo transendotelial (KAPELLOS et al.,
2019). Os monacitos néo classicos possuem marcadores de superficie CD14-CD16*,
expressam elevados niveis de CX3CR1 e tem como principal funcdo um
comportamento de patrulha e pesquisa do endotélio como parte da vigilancia local
inata (KAPELLOS et al., 2019; SPRANGERS; DE VRIES; EVERTS, 2016). Ha
também mondcitos que sao classificados pela expresséo do receptor de angiopoietina
(Tie2) (do inglés, TIE2-expressing monocytes), que é uma populacdo de mondcitos
presente tanto no sangue periférico como no microambiente tumoral e estdo
localizados em espacos perivasculares (JEONG; SUH; JUNG, 2019). Acreditava-se
gue apenas as células endoteliais expressavam Tie-2, no entanto, De Palma et al.,
(2005) identificaram um subconjunto de mondcitos que expressavam Tie-2 e
estimularam a angiogénese em tumores experimentais. No estudo de Venneri et al.,
(2007), os mondocitosTie2* representavam uma populacdo de mondcitos distinta dos

precursores dos TAMSs.
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Os mondcitos classicos sdo recrutados para locais de inflamacgéo através
do receptor CCR2 e seus ligantes CCL2 (ou MCP-1) e CCL7 (ou MCP-3) para, entéo,
chegar ao alvo onde exercem uma resposta imune imediata através da producéo de
citocinas proé-inflamatoérias, como a interleucina IL-18, TNF-a e ainda IL-18,
desempenhando assim um papel importante na progressdo da resposta imune
(SPRANGERS; DE VRIES; EVERTS, 2016; SPAHN; KREISEL, 2014). O baco € um
reservatério de mondcitos, no qual a populagdo de mondcitos classicos é recrutada,
podendo posteriormente se diferenciar em macrofagos, células dendriticas ou TipDCs
(SWIRSKI et al., 2009). Os mondcitos que expressam CD16, dependentes de sinais
mediados pelo receptor de quimiocina CX3CR1, neutralizam o dano tecidual causado
pela resposta imune agressiva dos mondcitos classicos através de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10 e TGF-B, e também se acumulam no tecido lesionado,
contibuindo para a angiogénese e fibrose (SPRANGERS; DE VRIES; EVERTS, 2016;
SPAHN; KREISEL, 2014).

Os mondcitos, quandorelacionados com doencas inflamatorias, como a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), caracterizada por um grupo de doencas
pulmonares que causam a obstrucdo da passagem de ar pelos pulmdes, havendo um
aumento do numero de macréfagos pulmonares que agem em defesa do hospedeiro,
remodelacao das vias aéreas e destruicdo do parénquima, sugerido em estudos que
0 aumento do numero de macrofagos pulmonares na DPOC é devido ao recrutamento
aumentado de mondécitos sanguineos (RAVI et al., 2017; COSTA et al., 2016). Em
outra doenca, como o Alzheimer, células da microglia e macrofagos derivados de
monacitos estao relacionados ainiciacdo e progressdo da doenca (MARTIN et al.,
2017). Mondécitos e macrofagos também séo células protagonistas na aterosclerose,
pois, os macréfagos inflamatérios sédo as células imunes mais abundantes dentro das
placas, originadas a partir de mondcitos circulantes que se ligam a células endoteliais
ativadas e migram para a camada intima, orquestrando a progressao do processo
aterosclerotico pela absorcdo de particulas de lipoproteina de baixa densidade
oxidadas (oxLDL) e subsequente formacédo de células espumosas (MOORE; TABAS,
2011; GROH et al., 2018).
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2.5 Mondcitos e cancer

No contexto do cancer, os mondcitos podem exibir diversas funcbes em
diferentes estagios de crescimento e progressao tumoral (OLINGY; DINH; HEDRICK,
2019). Mesmo contendo caracteristicas semelhantes, podendo desempenhar papeéis
opostos devido a diferencas no tecido de origem do céancer, diferencas no
microambiente tumoral, estagio de crescimento do tumor e modelo experimental
(OLINGY; DINH; HEDRICK, 2019). Assim como na inflamagé&o, o recrutamento de
mondcitos para os tumores é regulado principalmente por citocinas, como CCL2
(MCP-1), quimiocinas e fatores de crescimento, nesse caso derivados de células
tumorais e estromais no microambiente tumoral (CHANMEE et al.,, 2014). Os
monacitos circulantes expostos a IFN-y ou IFN-a produzem a proteina TRAIL, que é
capaz de induzir a morte celular em células cancerosas sensiveis (OLINGY; DINH;
HEDRICK, 2019). No entanto, muitas células cancerosas sao resistentes a apoptose
mediada por TRAIL e, em vez disso, pode estimular a secre¢do de citocinas pro-
tumorais, como CCL2 e IL-8 (OLINGY; DINH; HEDRICK, 2019). Mondécitos classicos
desempenham principalmente funcbes pro-tumorais, expressando altos niveis de
CCR2 em sua superficie, que medeiam a sua migracdo da medula O0ssea para o
microambiente tumoral que, por sua vez, 0s monacitos classicos recrutados liberam
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), um importante estimulador da
angiogénese, que facilita o extravasamento de células tumorais e a metastase
(JEONG; SUH; JUNG, 2019). A partir dessa ideia, Sanford et al., (2013),
demonstraram que a mobilizacdo de mondcitos inflamatérios foi fundamental para a
progressdo do cancer pancreatico em humanos e, além disso, o eixo CCL2/CCR2
favoreceu essa mobilizacdo e o recrutamento de mondcitos inflamatorios da medula
O0ssea para o tumor primario e figado pré-metastéatico, facilitando o crescimento
tumoral e metastase. Em algumas ocasides 0s mondcitos classicos podem
desempenhar fungbdes antitumorais, como demonstrado no estudo de Long et al.,
(2016), no qual foi utilizado IFN-y e CCL2 liberados sistemicamente em resposta a um
agonista de CD40 para redirecionar mondcitos classicos inflitrantes de tumor,
facilitanto a degradacao da fibrose em adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC do
inglés, pancreatic ductal adenocarcinoma) e levando a uma maior eficacia da
guimioterapia. Para os mondcitos nao classicos, as suas fungbes variam dependendo
do contexto em que estdo inseridos (JEONG; SUH; JUNG, 2019). O estudo de Jung
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et at., (2017) demonstrou que 0s mondcitos ndo classicos, em pacientes com cancer
colorretal, possuem um papel imunossupressor, mediando a resisténcia ao tratamento
de bloqueio da sinalizacado de VEGF. Sidibe et at., (2018) mostrou também em seu
estudo que, para melhorar a terapia antitumoral, o direcionamento com terapia
antiangiogénica combinada com imunoterapia com IFN-y para o recrutamento de
mondocitos proangiogénicos seria uma estratégia valiosa. Em outros estudos, 0s
mondcitos ndo classicos exibiram propriedades antitumorais em diferentes tipos de
tumor e tratamentos (JEONG; SUH; JUNG, 2019). Segundo Hanna et at., (2015), em
varios tipos tumorais primarios como, melanoma e o0 carcinoma mamario, 0s
mondcitos ndo classicos auxiliam na vigilancia do céancer, ativando células NK e
evitando a metastase no pulméo. O estudo de Kubo et at., (2017), também mostrou
gue em melanomas (B16F10 e B16F0), metastatico e ndo metastatico, os monaocitos
nao classicos também ativam as células NK pela liberacdo de IL-15, uma importante
citocina para a homeostase, evitando metastases pulmonares em camundongos com

tumor primario.

Estudo analisam mondcitos como biomarcadores diagnosticos e
prognosticos em diferentes tipos de cancer. Feng et al., (2011), forneceram evidéncias
de que pacientes com cancer de mama tém uma frequéncia aumentada de monaocitos
CD14* CD16", que estéo relacionados ao tamanho e estagio do tumor, podendo ser
considerados como indicador para o diagnostico precoce de cancer de mama. No
estudo de Urakawa et al., (2019), pacientes com cancer gastrico tiveram uma alta
contagem de mondcitos pré-operatérios, sugerindo ser um importante marcador para
0 prognostico. Também, segundo andlises de Shigeta et al., (2016), a contagem
elevada de mondcitos foi associada a caracteristicas agressivas e baixa sobrevida em
pacientes com tumor de préstata resistente a castracéo, tratados com quimioterapia
docetaxel. Em outro trabalho, Hu e seus colaboradores (2016), encontraram uma
associacao entre a contagem de monécitos do sangue periférico pré-operatério e a
presenca de metastase hepética em pacientes com cancer colorretal (CCR), podendo
ser uma abordagem barata e viavel para o progndstico pés-operatorio desses
pacientes. Para Chen et al., (2018), o carcinoma hepatocelular (CHC) é promovido
pelo mondcitos peritumorais, induzindo o aumento da autofagia em células

cancerosas que povoam a borda invasora do CHC com TNF e IL1-p.
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No microambiente tumoral, os mondcitos recém migrados podem se
diferenciar em macréfagos. A mobilizacdo de macrofagos para os tecidos tumorais €
regulada por varios sinais do meio, como citocinas, quimiocinas, componentes da
matriz extracelular (ECM) e hipoxia (CHANMEE et al., 2014). Os macré6fagos podem
ter varios subtipos e assumir varios fenétipos, dependendo do microambiente, sendo
proposto dois estados distintos de ativacdo polarizada: o macréfago classicamente
ativado (M1) e os subconjuntos de macro6fagos ativados alternativamente (M2) (HAO
et al., 2012). Os estimulos M1, como o IFN-y, LPS, TNF e até GM-CSF, induzem
respostas inflamatérias prototipicas e marcadores especificos (MARTINEZ;
GORDON, 2014). Macréfagos M1 desempenham papéis criticos na defesa inata do
hospedeiro, matando células tumorais e patégenos através da producao de citocinas
pré-inflamatérias, como IFN-B, IL-12, TNF, IL-6 e IL-1B, quimiocinas como CCL2,
CXCL10 e CXCL11, e expressao de moléculas de apresentacdo de antigeno, como
membros MHC (MARTINEZ; GORDON, 2014). Os macrofagos M2 sofrem polarizacao
induzida por citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13, que sdo importantes para a resposta
imune Th2, e produzem citocinas antiinflamatorias como IL-10, IL-13 e TGF-3, que
promovem o desenvolvimento tumoral (CHEN et al., 2019). Mantovani et al., (2004)
dividiram os macrofagos M2 em subcategorias: quando ativados alternativamente in
vitro por IL-4 ou IL-13 foram designados como macrofagos M2a; quando ativados por
complexos imunes (Ic), em combinacdo com agonistas do receptor Toll-like (TLR) ou
do receptor IL-1 (IL-1R), como M2b; quando ativados por IL-10 ou glicocorticéides
(GC), como M2c. Em relacéo aos marcadores de superficie dos macrofagos, nos M1
sdo comuns MHC-II, CD68, CD80, CD86 e M2 com marcadores como CD163,
CD200R, MGL-1, MGL-2 (CHEN et al., 2019). Conhecida por regular a polarizacéo de
macrofagos, a IL-33, interleucina da familia IL-1, é uma importante citocina proé-
inflamatoria e exerce sua atividade por meio da ligacdo ao seu receptor primario
especifico ST2 (AFFERNI et al., 2018; MAI et al., 2021). Essas observacdes e estudos
indicam que a sinalizacdo de IL-33/ST2 em macréfagos promove polarizacdo M2,

imunossupressao e progressao tumoral (AFFERNI et al., 2018).

O microambiente tumoral € composto por diferentes tipos celulares e os
macrofagos associados ao tumor (TAMs) sdo os leucécitos mais predominantes,
podendo constituir até 50% de uma massa tumoral (HAO et al., 2012; KIM; BAE,

2016). No estudo de Ong et al., (2012), foi relatado que, em tumores colorretais, 0s
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TAMs sédo pré-inflamatérios (M1) e desempenham um papel antitumoral, promovendo
células tumorais que expressam galcetina-3, induzindo infiltracdo de TAMs e
expressando uma série de citocinas pro-inflamatérias que ativam células T tipo 1,
como IFN-y, IL-1 e IL-6, 0 que leva a uma ampla resposta imune e destruicdo das
células tumorais. No entanto, na maioria dos tumores, os TAMs séo considerados anti-
inflamatérios (M2) e isso sugere que um microambiente rico em macrofagos ira
promover um tumor agressivo com alto potencial metastatico (HAO et al., 2012). Os
TAMs possuem véarios efeitos pré-tumorais que fornecem suporte para o
desenvolvimento do cancer (CHEN et al., 2019; YANG; ZHANG, 2017). Essas funcdes
pré-tumorais dos TAMs incluem: iniciacdo e promoc¢ao do cancer, no qual os TAMs
podem produzir citocinas, como IL-6/IL-17/IL-23, para induzir a iniciacdo e progressao
do cancer através da via de sinalizagdo NF-kB ou STAT3 em células tumorais; a
supressdo imunologica de linfocitos T citotoxicos (CTL do inglés, cytotoxic T
lymphocytes) pelos TAMs, ocorrendo através da inibicdo das respostas de CTL por
meio da via de sinalizacdo PD1/PD-L1 e da prostaglandina E2 (PGE2), IL-10 e
CCL17/18/22 derivadas de TAM, que promovem a inducao e recrutamento de Tregs,
gue também suprimem os CTLs; A mestastase de células neoplasicas, que pode ser
promovida por meio de remodelacdo da matriz extracelular derivada de tumor, onde
TNF-a, VEGF e TGF-B derivados de TAMs podem ser transportados através da
corrente sanguinea para orgaos de destino, que recrutam entéo células tumorais para
esses Orgaos e promove a formacdo de focos metastaticos; A angiogénese, que é
impulsionada principalmente pela hipdxia, no qual o fator HIF-1a, expresso por TAMSs,
regula a transcricdo de genes como o VEGF, associado a angiogénese em locais
hipoxicos (YANG; ZHANG, 2017). As principais estratégias terapéuticas anti-tumorais
direcionadas aos TAMs incluem reducado da sobrevivéncia desses TAMSs, reducéo do
recrutamento de macrofagos e troca de TAMs tipo M2 para fendétipo tipo M1(ZHENG
et al., 2017). Como o macrofago M1 classico possui atividade antitumoral, a
reprogramacao dos TAMs com perfil M2 em direcdo a um fenétipo antitumoral M1
parece ser uma boa alternativa para a terapia do cancer (CHANMEE et al., 2014).
Portanto, mais investigacdes sdo necessarias para identificar abordagens mais
eficazes para elevar a proporcdo de TAMs tipo M1 para prevenir a progressao e
recorréncia do tumor (ZHENG et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo procurou avaliar a capacidade de mondcitos em
promover e influenciar a atividade de células tumorais de carcinoma espinocelular in

vitro, de modo a:

»  Avaliar a expressdo da molécula CD14 em amostras de carcinoma
espinocelular, in silico e in situ;

»  Avaliar se os fatores derivados de mondocitos poderiam interferir na
motilidade, capacidade de invasdo, capacidade de proliferacédo e
expressdo de genes relacionados com a transformacao epitélio-
mesenquimal em células das linhagens tumorais SCC-25 e Detroit

562.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Esta investigac&o obteve aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Bauru, sob o protocolo de pesquisa numero
88330318.9.0000.5417 e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Lauro de
Souza Lima, protocolo de pesquisa numero 37644714.7.0000.5475. Foi resguardado
sigilo quanto a identidade dos pacientes envolvidos. Parte dos experimentos foi
realizada no Cedars-Sinai Medical Center e obteve aprovacdo pelo Comité de Etica
do Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, CA. Todos os voluntarios que
concordaram em participar deste estudo assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido apos a leitura da carta de informacao ao paciente.

4.2. Casuistica e selecdo da amostra

Para esse estudo, selecionamos espécimes cirurgicos de carcinoma
espinocelular (n= 11) que séo provenientes dos arquivos do Instituto Lauro de Souza
Lima (ILSL), de pacientes com idade que variam entre 58 e 91 anos, seguindo 0s
seguintes critérios diagnosticos: laminas histologicas e o0s respectivos laudos
anatomopatolégicos. As amostras selecionadas foram subdivididas em: 3 amostras
de carcinoma espinocelular bem diferenciado (grau 1), 5 amostras de CEC
moderadamente diferenciado (grau Il) e 3 amostras de CEC pouco diferenciado (grau
[ll), de acordo com a diferenciacdo escamosa. Os critérios de exclusdo foram
prontuarios com dados incompletos e espécimes cirurgicas de CEC com material
insuficiente para a realizacdo posterior da imuno-histoquimica. Incluimos também na
pesquisa, amostras de sangue periférico de individuos sadios como grupo controle
(n=04). Estes individuos foram selecionados entre funcionarios da Faculdade de
Odontologia de Bauru e do Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, CA. Os
individuos do grupo controle foram informados e esclarecidos sobre sua participacao

na pesquisa e tiveram a livre opcéo de participarem ou nao participarem do estudo.
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4.3 Imuno-histoquimica

A presenca de CD14 em amostras de pacientes com carcinoma
espinocelular foi detectada por imuno-histoquimica, utilizando-se anticorpo especifico
anti-CD14 (mondcitos) humano, através do método da imunoperoxidase por meio da
avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC, Vector, Burlingame). O inicio da reacdo de
imuno-histoquimica se deu com a desparafinizacdo das laminas em estufa, overnight
e imersdo em xilol. Em seguida, realizou-se a recuperacdo antigénica com tampéo
citrato por 10 minutos. A lavagem dos cortes em solucdo de PBS 0,01 M (pH 7,2) foi
realizada por 3 vezes consecutivas. Posteriormente, seguiu-se com o bloqueio da
peroxidase enddgena por meio da incubacdo das laminas com agua oxigenada
(H202) a 3% em metanol por 30 minutos. Apos as lavagens com PBS, realizou-se o
bloqueio dos sitios das ligagbes com proteinas inespecificas. Em seguida os cortes
foram incubados com anticorpos primarios anti CD14 humano (M5E2) (R&D Systems
— Minneapolis, MN, USA) na diluicdo de 1/100 em PBS, em camera umida, em
temperatura de 4°C, overnight. No dia seguinte, os cortes foram lavados trés vezes
com PBS e adicionados os anticorpos conjugados a biotina. ApoOs lavagens
sucessivas, adicionou-se o complexo biotina-avidina-peroxidase e as laminas foram
incubadas por 60 minutos. Finalmente, a reacdo foi revelada com DAB (Vector), a
coloracédo e a contra coloracédo realizada em hematoxilina de Mayer por 50 segundos,
lavadas em agua corrente durante cinco minutos ou até a agua nao ficar mais corada.
Desidratacao dos espécimes em concentracfes graduais de alcool (70% e absoluto)
em duas trocas rapidas cada, imersao em xilol duas vezes, por trés minutos cada. A
montagem das laminas se deu com a resina Permount (Fisher Scientific) e laminulas.
As laminas foram observadas em microscopio Invertido Leica DM IRBE com objetiva
de 10X e 40X, por dois observadores independentes. A guantificacdo das células
imunomarcadas foi realizada de forma subjetiva. Para se quantificar a frequéncia da
imunomarcacéao, foram aleatoriamente selecionados quatro campos por corte e em
cada campo as células marcadas positivamente foram contadas na objetiva de 40X.
A captura foi feita através do Microssistema de camera digital LEICA DFC310 FX a

cores, para rapida aquisicdo de imagem de alta qualidade no Centro Integrado de
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Pesquisa (CIP) FOB/USP, o que permitiu resolugcédo e identificacdo correta para a

documentagéo.

4.4 Obtencao de células Mononucleares

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por puncao venosa e
40 ml coletados em tubo contendo anticoagulante. Apos a coleta, o sangue foi diluido
em igual volume de meio RPMI e esta mistura foi aplicada sobre gradiente Ficoll-
Paque (1,077g/ml) e centrifugada a 400 xg por 30 minutos, em temperatura ambiente,
como descrito previamente (PERRI, 2021). A interface obtida, composta por células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), foi coletada e lavada duas vezes em
meio RPMI. Apoés este procedimento, o precipitado foi ressuspenso em 1 ml de meio
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e os leucoécitos contados com o auxilio da
camara de Neubauer. A viabilidade foi determinada pela exclusdo de coloracdo com
azul de Trypan a 0,1%. Parte das células foi analisada por citometria de fluxo e a outra

parte submetida a separacao para o isolamento de mondcitos.

4.5 Separacdo de mondcitos

Os mondacitos foram isolados por meio de selecdo positiva com auxilio de
beads magnéticas (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), como descrito previamente
(PERRI, 2021). Primeiramente procedeu-se a separacao de células CD3" a partir das
células mononucleares isoladas do sangue periférico de individuos sadios. Nesta
etapa, as células 1x108 foram ressuspensas em 160 ul de tampéo e adicionado 40 pl
das “beads” anti-CD3, e esta mistura foi mantida no gelo por 15 minutos. Apds esse
procedimento, as células foram centrifugadas 300 xg por 10 minutos e o pellet
ressuspenso em 500 ul de tampdo. Para a separacdo, a suspensdo celular foi
adicionada a coluna de separacao (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), devidamente
conectada ao suporte magnético (MACS Separator, Milteney Biotec, Auburn, CA,
USA), aguardou-se a eluicdo por gravidade. Apos a primeira eluicdo foi adicionado a
coluna 5 ml de tampéo, permitindo-se novamente a elui¢do por gravidade. As células
gue passaram através da coluna, parcela negativa da eluicdo, foram consideradas

como uma populagéo enriquecida em monacitos totais, designada como CD14*. Em
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seguida, realizou-se a separacdo das ceélulas CD14*, para tal, as células foram
ressuspensas em 160 pl adicionado 40 ul de “beads” anti-CD14, e esta mistura foi
mantida no gelo por 15 minutos. ApOGs esse procedimento, as células foram
centrifugadas a 300 xg por 10 minutos e o pellet ressuspenso em 500 ul de tampé&o.
Para a separacao, a suspenséo celular foi adicionada a coluna de separacdo MACS
Column (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), devidamente conectada ao suporte
magnético (MACS Separator, (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), aguardando-se a
eluicdo por gravidade. Para a obtencdo das células CD14*, a coluna de separacao foi
retirada do magnético e a suspensao de células eluida com 5 ml de tamp&o. A ambas
as suspensdes celulares foi adicionado volume de meio RPMI e os tubos
centrifugados a 300 xg por 10 min a 4°C. As células foram ressuspensas com meio
RPMI completo, contadas em Camara de Neubauer e a viabilidade celular foi avaliada
com azul de Trypan 0,1%. A pureza dos monadcitos foi averiguada por citometria de
fluxo empregando o marcador CD14.

4.6 Cultura de monoécitos

Os mondcitos (1,5 x 10°) recém isolados foram distribuidos em placas de
24 pocos, contendo meio de cultura RPMI suplementado com com 10% de soro bovino
fetal e antibidtico e incubadas a 37°C com 5% de CO2 como descrito previamente
(PERRI, 2021). ApGs as 24 horas, o sobrenadante da cultura dos mondcitos foi

coletado e centrifugado a 300 xg por 10 minutos a 4°C, coletado e armazenado -80°C.

4.7 Citometria de fluxo para a analise de expressédo de moléculas de superficie

A analise fenotipica de mondcitos foi realizada por citometria de fluxo
conforme protocolo padrédo. As células (1x10° células) foram lavadas e incubadas em
soro de coelho diluido em 2:10 em PBS para blogueio de ligac6es inespecificas por
60 minutos a 4°C. Em seguida, realizou-se a incubacdo com 0s anticorpos contra 0s
determinantes especificos marcados com fluorocromos por 30 minutos a 4°C. Os
anticorpos utilizados foram: anti-human CD68 (PerCP), CD64 (FITC), CD11c (FITC),
CCR2 (PE), CD206 (PE), HLA-DR (PerCP), CD16 (PE), CD62L (PE) e CD56 (PE).

Apoés este procedimento, as células foram lavadas duas vezes em PBS através de
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centrifugagéo a 1200rpm, por 10 minutos a 4°C, ressuspensas em PBS-formol 1% e
armazenadas em geladeira por um dia para posterior aquisicdo em FACS Calibur
(Becton and Dickson, San Jose, CA USA). As analises foram realizadas com o
programa FlowJo (TreeStar, versdo 5.7.2). A partir dos eventos adquiridos foram
determinadas populagdes individualizadas na “Gate” de mondcitos, estabelecida com

base em parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) ou fluorescéncia (FL).

4.8 Células tumorais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas duas linhagens

comerciais de células tumorais:

I. SCC-25 (ATCC®CRL-1628™) (Manassas, VA, USA) oriunda de carcinoma
espinocelular oral (lingua) de paciente do sexo masculino de 70 anos. As células foram
cultivadas em garrafas de 25 cm? inicialmente, em meio DMEM: F12 (ATCC® 30-
2006™), contendo 1.2 g/l de bicarbonato de sodio, 2.5 mM L-glutamina, 15 mM
HEPES, 0.5 mM piruvato de sédio e suplementado com 400 ng/ml hidrocortisona
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) e 10% soro fetal bovino, 10,000 U/ml

penicilina, 10,000 ug/ml estreptomicina e 25 ug/ml anfotericina (Lonza).

[I. Detroit 562 (ATCC®CCL-138™) (Manassas, VA, USA) oriunda de
carcinoma da faringe, de um sitio metastatico pulmonar de um paciente do sexo
feminino adulto. As células foram cultivadas em meio EMEM (ATCC® 30-2003™)
contendo 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sddio, 1500 mg/l de bicarbonato de
sédio e suplementado com 10% soro fetal bovino, 10,000 U/ml penicilina, 10,000 pg/ml

estreptomicina e 25 pg/ml anfotericina (Lonza).

As linhagens celulares foram negativas para micoplasma (MycoAlert™ - Myco
alert kit, Lonza, USA) e incubadas a 37°C com 5% de CO2, em atmosfera umida. O
meio de cultura de ambas as linhagens celulares foi trocado a cada dois dias até que
as células atingissem uma confluéncia de aproximadamente 90% da area e entédo
eram tripsinizadas (Trypsin-EDTA, Corning® NY, USA) e cultivadas em proporcéo

dependente do planejamento de cada ensaio a ser realizado.
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4.9 Ensaio de motilidade celular

Para o ensaio de motilidade, placas de 96 pogos foram previamente
tratadas com 100 pl de BME (Cultrex Basement membrane extract) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), matriz gelatinosa, e deixada em temperatura ambiente por 1
hora. Apdés este periodo, as diferentes linhagens de células tumorais, na densidade
de 4x10* células da linhagem SCC-25 e 5x10* células da linhagem Detroit 562, foram
distribuidas em placas de 96 poc¢os, contendo meio de cultura suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (FBS), como descrito previamente por Perri (2021). Todas as
linhagens foram incubadas a 37°C com 5% de CO». Apds confluéncia, uma ferida
artificial (scratch) foi realizada utilizando o Incucyte® WoundMaker® (capaz de realizar
feridas iguais nos 96 pocos, simultaneamente). Os pocos foram lavados com PBS
para remover as células ndo aderidas. Neste momento, foi adicionado o sobrenadante
da cultura de mondcitos e o respectivo controle negativo, em triplicata. A quantificacao
da migracdo celular foi analisada por sistema automatizado para microscopia em
tempo real (Incucyte Zoom HD/2 channel, Essen Bioscience), durante 48 horas.
Imagens foram capturadas e enviadas para um disco rigido externo conectado a rede,
sendo possivel acompanhar, em tempo real o andamento dos ensaios que aconteciam
dentro da incubadora, no qual foram capturadas imagens em um intervalo de tempo
de 2 horas. Essas imagens foram enviadas para um software proprio (IncuCyte®

ZOOM Software-Essen BioScience), posteriormente foram analisadas.

4.10 Ensaio de proliferacao

As diferentes linhagens de células tumorais, na densidade de 1x10%/poco
células, foram distribuidas em placas de 96 pocos, contendo meio de cultura
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) e incubadas a 37°C com 5% de
CO., como descrito previamente (Perri, 2021). Apos, 16 horas, o meio foi retirado e
substituido por um meio com 0,1% de BSA durante 4 horas (fasting). Apos as 4 horas,
o meio foi descartado e adicionado o sobrenadante da cultura de mondcitos e o
respectivo controle negativo, em triplicata. As placas foram, entdo, colocadas no
IncuCyte e a proliferacdo celular acompanhada por 72 horas. O ensaio de proliferacao

foi realizado utilizando o IncuCyte ZOOM System (Essen BioScience, MI, USA).



58

4.11 Ensaio de invasdo no Transwell

Para complementar os estudos de migracdo, avaliamos a capacidade dos
sobrenadantes dos mondcitos em inibir ou estimular a invasdo celular. Para isso
utilizamos um sistema de placas de transwell ou camara de Boyden. A camara
superior foi recoberta com 40 yl de BME (Basement membrane extract) (Cultrex, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) na diluicdo de 1:20. As células na densidade de
1x10°/poco células foram distribuidas na camara superior e, na porcéo inferior, foi
adicionado 400 pl do sobrenadante das culturas, como descrito previamente por Perri
(2021). As células foram incubadas por 48 horas. As células que atravessaram a
barreira do BME foram fotografadas em microscopio EVOS M5000 (Invitrogen MA,
USA) (5 campos por transwell).

4.12 RT-qPCR
4.12.1 Extracdo do RNA total

Utilizando 1 ml de Trizol Reagent (Life Technologies, USA), o RNA total das
células foi isolado e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos, como descrito
previamente (Perri, 2021). Ap0s a incubacéo, a suspensao foi transferida para tubos
eppendorfs e adicionamos 200 ml de cloroférmio por tubo. As amostras foram entéao
homogeneizadas por 15 segundos vigorosamente e incubadas a temperatura
ambiente por 2 a 3 minutos. ApoOs a incubacéo, nos certificamos de que havia 2 fases
no tubo (fase clara, aquosa e o Trizol). Centrifugamos a 12.000 rpm por 15 minutos a
4°C. Apos o término da centrifugacao, a fase clara foi transferida para um novo tubo,
onde adicionamos 500 ml de alcool isopropilico a cada 1 ml de Trizol e deixamos
incubando por 10 minutos. ApOs a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado
2x com 1 ml de alcool 75%, 7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado novamente e o0s tubos permaneceram em temperatura ambiente
aproximadamente 20 minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, os RNAs
foram dissolvidos em 10 pul de agua RNAase-free. A concentragdo de RNA foi

determinada usando NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
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4.12.2 Sintese de cDNA através da Transcricdo Reversa

Uma vez obtido o RNA total das células, foi realizada a reagdo de
transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA complementar (CDNA),
como descrito previamente (Perri, 2021). Para cada reagao foram utilizados 3 ug de
RNA total, diluidas em 12.1 ul de DEPC H:0, 5 ul de tampé&o de enzima (5x; Invitrogen
MA, USA), 0,5 ul de Oligo dT 12-18 a (0.5mg/ml; Invitrogen MA, USA), 0,1 ul de cada
dNTP (100mM; Invitrogen MA, USA), 0,5 ul MMLV RT Invitrogen MA, USA), 1 ul DTT
(0.1M; Invitrogen MA, USA), completando 25 pl de solucdo de reacdo. As reagdes
foram incubadas no termociclador (Labnet- Multigene™ Optimax, Burlington, MA,
USA) e submetidas ao seguinte programa: 60 minutos a 38°C, 10 minutos a 90°C.
ApOs o término da transcrigao reversa, os cDNAs foram armazenados a -20°C até o

uso para a reacao da PCR em tempo real.

4.12.3 Reacao de PCR

A reacao de PCR para amplificacdo dos genes de interesse foi realizada
utilizando o TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) e o
termociclador StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems), como
descrito previamente (Perri, 2021). Primers e sondas para IL-33 (Hs00369211) e ST2
(Hs00545033) foram obtidos do fornecedor (TagMan® Gene Expression Assay,
Applied Biosystems) e as sequéncias sao propriedades privadas. Os primers para 0s
genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA, EPCAM e SYP foram
projetados e sintetizados pela Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT). A analise foi
baseada no resultado do ciclo limiar (Ct-cicle threshold), cujo valor corresponde ao
ciclo no qual a amplificacdo das amostras atingiu o grau de fluorescéncia com
amplificacdo exponencial, que permite a analise quantitativa da expressao do gene
alvo. Os dados de cada amostra foram normalizados pela expressdo do gene de
referéncia (housekeeper gene) 18S ou GAPDH e as andlises para cada primer através

da quantificacéo relativa ao grupo controle (2-24¢),
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4.13 Anédlise de expresséo génica in sillico por bioinformatica.

Dados da expressao génica foram analisadas utilizado a ferramenta “Gene
Expression Profile Interactive Analysis (GEPIA)” (http://gepia.cancer-pku.cn/). Este
banco de dados € um servidor web interativo desenvolvido para analisar os dados de
expressao de sequenciamento de RNA de 9.736 tumores e 8.587 amostras normais
dos projetos The Cancer Genome Atlas (TCGA) e Genotype-Tissue Expression
(GTEX), usando um canal de processamento padrdo (TANG et al., 2017). Esta analise
objetivava avaliar a expressédo génica dos fatores de transcricdo em amostras de
pacientes com carcinoma espinocelular e normais, bem como a sobrevida geral de
pacientes, de acordo com a baixa ou alta expresséo de genes selecionados. Todos
os dados foram processados em novembro e dezembro de 2020, utilizando amostras
pareadas e ndo pareadas para comparar o nivel de expressdo de CD14 entre as

amostras de tecidos normais e tumorais.

4.14 Anéalise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelos testes T student ou Mann-
Whitney, ndo pareados com distribuicdo normal e ndo-normal, respectivamente. Os
dados foram expressos como a média = SEM dos resultados obtidos para cada grupo.
O software utilizado foi o Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA USA). A
ferramenta GEPIA usa o teste Log-rank para a analise de sobrevida, e as informacodes
do intervalo de confianca de 95% estao incluidas no grafico de sobrevivéncia. Valores

de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise de expressao génicain silico e por imuno-histoquimica de expresséao
de CD14.

Inicialmente avaliamos se a expressao de CD14, marcador especifico para
mondcitos, constitui um fator prognéstico para o carcinoma espinocelular. Para tal,
utilizamos a plataforma GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Anylisis), uma
ferramenta que acessa dados publicos de expressdo génica por microarray e
informacdes clinicas. Na figura 1 sdo apresentados os dados da analise in silico da
expressédo de CD14 em amostras de pacientes com carcinoma espinocelular cervical
e adenocarcinoma endocervical (CESC, n=306), carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoc¢o (HNSC, n=519), carcinoma espinocelular de pulméo (LUSC, n=486) e sua
correlagdo com sobrevivéncia global. De acordo com a analise do banco de dados
publico, mostrado na figura 1A, o carcinoma espinocelular cervical (CESC) apresenta
expressdo de CD14 estatisticamente diferente do tecido sadio (N) (p <0,05). Em
amostras de pacientes com carcinoma pulmonar (LUSC), a expressdo de CD14 foi
maior em tecidos normais e, em amostras de pacientes com carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco (HNSC), a expressao de CD14 foi maior em tecidos tumorais
(figura 1A). Analisando o grafico referente a expressdo de CD14 em pacientes
portadores de carcinoma espinocelular pulmonar (LUSC) (figura 1B), os dados
evidenciaram baixo nivel de expressédo de CD14 e correlacdo com maior sobrevida
dos pacientes, e estes dados apresentaram diferenca estatisticamente significante
(p=0.00054).

Uma vez que confirmamos a associacao da expressao de CD14 com maior
sobrevida dos pacientes, procedemos a analise por imuno-histoquimica da presenca
de células CD14* em amostras de carcinoma espinocelular (figura 2). Os resultados
demonstraram imunorreatividade para CD14 em amostras de carcinoma espinocelular
de grau Il, seguido por amostras de grau | e por ultimo em amostras de grau Il , como
ilustrado na figura 2A. Como pode ser visto na figura 2, detectamos mondcitos CD14*

em torno de vasos sanguineos e dentro do tecido tumoral.
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5.2 Efeito do meio condicionado de mondcitos sobre a motilidade de células das
linhagens SCC-25 e Detroit 562.

Estudos recentes indicam que os mondcitos sdo reguladores importantes do
desenvolvimento e progressdo tumoral, com os diferentes subtipos de mondcitos
apresentando papéis opostos no crescimento tumoral e prevencao da disseminacao
metastatica (QIAN et al., 2011; HANNA et al., 2015; ENGBLOM; PFIRSCHKE;
PITTET, 2016). Com base nessas informagdes, buscamos avaliar o efeito do meio
condicionado de mondcitos sobre a atividade de células tumorais in vitro. Para estes
ensaios foram utilizadas duas linhagens comerciais de células tumorais (SCC-25 e
Detroit 562) e preparado meio condicionado (MC) proveniente de cultura de mondcitos

de individuos sadios.
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Figura 1 — Expressao de CD14 em carcinoma espinocelular. A andlise de expresséo
génica foi realizada usando a ferramenta GEPIA e o banco de dados publico TGCA. (A)
Analise de bioinformatica comparativa da expressdo de CD14 entre amostras de tecido
sadio (N) e de carcinoma espinocelular (T) em dados publicos do GEPIA. (B) Curvas de
sobrevida em pacientes com carcinoma espinocelular, divididos em alta (linha vermelha)
e baixa (linha azul) expressdao de CD14. *p <0,05. Log-rank test. CESC - carcinoma
espinocelular cervical e adenocarcinoma endocervical; HNSC - carcinoma espinocelular

de cabeca e pescoco; LUSC - carcinoma espinocelular de pulméo.
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Figura 2 — Presenca de CD14 em amostras de carcinoma espinocelular. A presenca
de células expressando a molécula CD14 foi determinada por imuno-histoquimica. (A) As
barras indicam a média + SEM do numero de células marcadas positivamente para CD14
no infiltrado inflamatorio, de acordo com o grau de displasia. Fotomicrografias de amostras
representativas de carcinoma espinocelular classificadas em Grau | (B), Grau Il (C), Grau
[l (D). Aumento de 400x.
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Iniciamos estes experimentos analisando a populacdo de mondcitos
isolada do sangue periférico de individuos sadios (figura 3). A analise dos dados
demonstrou alta expressao de CD68, CD64, CD11c, CCR2, e HLA-DR em mondcitos
recém isolados do sangue periférico de individuos sadios. A expressdo de CD16,
CD62L, CD206 e CD56 foi detectada em uma percentagem menor de mondcitos
CD14+. Nossos resultados confirmaram a pureza da populagéo de mondcitos isolados
do sangue periférico de individuos sadios e indicaram o predominio de mondcitos
classicos (CD14* CD16)).

Em seguida, analisamos o efeito do meio condicionado de mondcitos na
motilidade das células tumorais. Na figura 4 sdo apresentadas as fotomicrografias,
obtidas em tempo real, da cultura de células da linhagem SCC-25 cultivadas na
presenca e auséncia do meio condicionado de mondcitos. As imagens evidenciam
gue as células da linhagem SCC-25, expostas ao meio condicionado da cultura de
monacitos, apresentaram niveis de motilidade menores que os observados para as
células cultivadas na presencga apenas do meio de cultura (p <0,01) (figura 5A). Os
resultados acompanhados no gréafico, em tempo real, confirmaram que as células da
linhagem SCC-25, expostas ao meio condicionado da cultura de mondcitos,
apresentaram menor motilidade no periodo entre 13 a 22h de cultivo, sendo
observada diferenca estatisticamente significativa (p <0,01, p <0,0001) (figura 5B).
Apos este periodo, observou-se 90% de confluéncia para as células expostas ao meio
condicionado de mondcitos, enquanto as células controle estavam proximo de 100%
de confluéncia (figura 5C). No periodo de 37h, as células da linhagem SCC-25,
expostas ao meio condicionado da cultura de mondcitos, apresentaram niveis de
motilidade com porcentagem de confluéncia semelhantes aos observados para as

células cultivadas na presenca apenas de meio de cultura (figura 5A).

Quando analisamos as células da linhagem Detroit 562, as imagens
evidenciam que estas células expostas ao meio condicionado da cultura de mondcitos,
também apresentaram niveis de motilidade foram menores que os observados para
as células cultivadas na presenca apenas do meio de cultura (p <0,01) (figuras 6 e
7A). Os resultados acompanhados no grafico, em tempo real, confirmaram que as
células da linhagem Detroit 562, expostas ao meio condicionado da cultura de
monacitos, apresentaram menor motilidade no periodo entre 13 a 22h de cultivo,

sendo observada diferenca estatisticamente significativa, quando comparado as
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células cultivadas na auséncia deste estimulo (p <0,001) (figura 7B). Ap6s 24h de
exposicdo ao meio condicionado de mondcitos, a motilidade relativa ndo foi
estatisticamente significativa quando comparado as células cultivadas na auséncia

deste estimulo (figura 7C).
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Figura 3 - Caracterizagdo de Mondcitos. Células mononucleares recém isoladas do
sangue periférico foram separadas por beads e a populagéo de células CD14" analisadas
por citometria de fluxo. Analise do percentual de células CD14-positivas que expressaram
os marcadores CD68 (A), CD64 (B), CD11c (C), CCR2 (D), CD206 (E), HLA-DR (F), CD16
(G), CD62L (H) e CD56 (l). Resultados de um individuo sadio (representativo de 4

experimentos independentes, para quatro individuos sadios, com variagéo inferior a 10%).
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Figura 4 - Fotomicrografias do ensaio de fechamento de ferida e motilidade da
linhagem celular SCC-25 ap6s a exposi¢do ao meio condicionado de monaocitos.
Células da linhagem SCC-25 foram expostas ao meio condicionado da cultura de
monadcitos e acompanhadas por um periodo de 37 horas. Imagens de microscopia de
contraste de fase com realce artificial mostrando o progresso de fechamento da ferida
foram adquiridas a cada 2 horas. As imagens no quadro superior foram adquiridas em
tempo Oh, 24h e 37h para as células cultivadas na presenca do meio condicionado da
cultura de monacitos e, as do quadro inferior, para as células cultivadas na presenca de
meio. Em amarelo é representada a ferida e em azul as camadas de confluéncia a partir

das bordas. MC=meio condicionado.
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meio condicionado de mondcitos. (A) O grafico ilustra a progressao e confluéncia da

ferida durante o periodo de 37 horas. (B) Densidade relativa da confluéncia da ferida em

porcentagem apds o periodo de 13h a 22h. (C) Densidade relativa da confluéncia da ferida

em porcentagem apds 24h. Os dados sdo apresentados como média + SEM de trés

experimentos independentes. ** p <0,01, **** p <0,0001. Test t student e Mann-Whitney

test. MC= meio condicionado.
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Figura 6 - Fotomicrografias do ensaio de fechamento de ferida e motilidade da

Meio

linhagem celular Detroit 562 ap0s a exposi¢do ao meio condicionado de mondcitos.
Células da linhagem Detroit 562 foram expostas ao meio condicionado da cultura de
monaocitos e acompanhadas por um periodo de 40 horas. Imagens de microscopia de
contraste de fase com realce artificial mostrando o progresso de fechamento da ferida
foram adquiridas a cada 2 horas. As imagens no quadro superior foram adquiridas em
tempo Oh, 24h e 40h para as células cultivadas na presenca do meio condicionado da
cultura de mondcitos e, as do quadro inferior, para as células cultivadas na presenca de
meio. Em amarelo é representada a ferida e em azul as camadas de confluéncia a partir

das bordas. MC=meio condicionado.
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Figura 7 - Ensaio de motilidade da linhagem celular Detroit 562 ap6s a exposi¢cao ao
meio condicionado de mondécitos. (A) O gréfico ilustra a progressao e confluéncia da
ferida durante o periodo de 40 horas. (B) Densidade relativa da confluéncia da ferida em
porcentagem apds o periodo de 13h a 22h. (C) Densidade relativa da confluéncia da ferida
em porcentagem apés 24h. Os dados sdo apresentados como média + SEM de trés
experimentos independentes. ** p <0,01, *** p <0,001. Test t student e Mann-Whitney test.

MC= meio condicionado.
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5.3 Efeito do meio condicionado de mondcitos sobre a capacidade de invaséo
de células da linhagem SCC-25.

Para determinar o efeito do meio condicionado da cultura dos monécitos na
invasdo de células tumorais, foi realizado o ensaio de invasao em placas transwell
recobertas com matriz gel. Células da linhagem tumoral SCC-25 que foram expostas
ao meio condicionado da cultura de mondcitos apresentaram alta capacidade de
invasdo (figura 8), sendo esse um resultado significativamente estatistico, quando
comparado as células cultivadas na auséncia deste estimulo (p <0,0001). Este ensaio
também foi realizado com a linhagem celular Detroit 562, mas as células ndo migraram

ou invadiram através do Matriz gel.
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Figura 8 - Ensaio de invaséo e migragao em transwell para células dalinhagem SCC-
25 estimuladas com o meio condicionado da cultura de mondcitos. (A) As barras
representam o numero de células que atravessaram a membrana. Os resultados sdo
apresentados como média + SEM de trés experimentos independentes. **** p <0,0001,

Test t student. MC= meio condicionado.
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5.4 Efeito do meio condicionado de mondcitos sobre a proliferacdo das células
das linhagens SCC-25 e Detroit 562.

Para verificar a influéncia do meio condicionado da cultura de mondcitos
sobre as células da linhagem SCC-25, foi realizado o ensaio de proliferacdo no
Incucyte. ApGs as primeiras 24 horas de exposi¢ao das células ao meio condicionado
de mondcitos, hd evidéncias de que a taxa de proliferacdo celular apresentava
aumento progressivo e ja eram muito expressivas, levando a resultados
estatisticamente significativos (p <0,001), quando comparado aos valores observados

para o controle (figura 9A).

O mesmo ensaio de proliferacéo foi realizado para as células da linhagem
Detroit 562, expostas em meio condicionado da cultura de mondcitos e as taxas
detectadas foram contrarias as observadas para as culturas de células da linhagem
SCC-25. ApoOs aproximadamente 24 horas de exposicdo das células ao meio
condicionado de mondcitos, a taxa de proliferagao celular teve aumento progressivo
(figura 9B). Entretanto, a taxa de proliferacdo das células da linhagem Detroit 562,
expostas ao meio condicionado de mondcitos, foi menor e estatisticamente
significativa (p <0,05) quando comparado as células cultivadas na auséncia do

estimulo de mondcitos.
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Figura 9 - Ensaio de proliferagdo das linhagens celulares SCC-25 e Detroit 562
estimuladas com o meio condicionado de monécitos. (A) O gréfico ilustra a progressao
da resposta proliferativa das células da linhagem tumoral SCC-25 durante o periodo de 53
horas. (B) O grafico ilustra a progressdo da resposta proliferativa das células da linhagem
tumoral Detroit 562 durante o periodo de 53 horas. Os resultados sdo apresentados como

média £ SEM de trés experimentos independentes. * p <0,05; *** p <0,001. Mann-Whitney test
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5.5 Expresséo de IL-33 e seu receptor ST2 pelas linhagens celulares SCC-25 e

Detroit 562 expostas ao meio condicionado da cultura de monacitos.

Utilizando o ensaio de RT-gPCR, avaliamos a expresséo de IL-33 e ST2
em células das linhagens SCC-25 e Detroit 562 expostas ao meio condicionado da
cultura de mondcitos. As células da linhagem SCC-25 expostas ao meio condicionado
de mondcitos apresentaram expressao de ST2 diminuida em relacéo ao controle, ou
seja, 0 meio condicionado de mondcitos inibiu a expressao do gene ST2 por essas
células, e esta diferenca foi estatisticamente significativa (figura 10). Quando
analisamos a expresséao de IL-33, os dados evidenciaram que o meio condicionado
de mondécitos induziu diminuicdo na expressdo de IL-33 em células da linhagem
tumoral SCC-25 (figura 10) e esta diferenga foi estatisticamente significativa (p <0,05).
Em células da linhagem Detroit 562, constatou-se que o meio condicionado de
monaocitos ndo induziu aumento da expressdo de ST2, e este valor foi similar ao
controle. Em relacdo a expressao de IL-33, o meio condicionado de mondcitos levou
a diminuicdo na expressao deste gene em relacdo ao controle, contudo, ndo foi

detectado diferenca estatistica significativa (figura 11).
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Figura 10 - Expressdo de IL-33 e ST2 pela linhagem celular SCC-25 exposta ao
sobrenadante da cultura de mondcitos. As células da linhagem tumoral SCC-25 foram
estimuladas com o meio condicionado da cultura de mondcitos e o cDNA foi empregado em
ensaios de RT-gPCR utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores
de expressdo de cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de

mediana. *p <0,05. Test t student. MC= meio condicionado da cultura de mondcitos.
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Figura 11 - Expressao de IL-33 e ST2 pela linhagem celular Detroit 562 exposta ao
sobrenadante da cultura de mondécitos. As células da linhagem tumoral Detroit 562 foram
estimuladas com o meio condicionado da cultura de mondcitos e o cDNA foi empregado em
ensaios de RT-gPCR utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores
de expressdo de cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de

mediana. Test t student. MC= meio condicionado da cultura de mondcitos.
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5.6 Expressédo dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP pelas linhagens celulares SCC-25 e Detroit 562 expostas ao meio

condicionado da cultura de mondcitos.

Utilizando o ensaio de RT-gPCR, avaliamos a expressao dos genes EZH2,
MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA, EPCAM e SYP nas linhagens SCC-25
e Detroit 562, quando expostas ao meio condicionado da cultura de mondcitos. Ao
expor a linhagem SCC-25 ao meio condicionado de mondcitos, os resultados
evidenciaram que o0s genes MYC e SOX2 foram minimamente ou ndo foram
expressos por células da linhagem tumoral SCC-25 expostas ao meio condicionado
de mondcitos, que entdo, quando comparados ao meio, resultaram em diferenca
estatisticamente significativa (p <0,01) (figuras 12B e 12E). Em relacdo a analise da
expressdo de EPCAM, contatou-se que o meio condicionado de mondcitos induziu
aumento da expressao deste gene quando comparado ao meio, contudo, estes
valores ndo foram estatisticamente significantes (figura 12H). De modo contrario, o
meio condicionado de mondcitos induziu diminuicdo na expressao de SYP por células
da linhagem SCC-25, entretanto, esses valores ndo foram estaticamente significativos
(figura 121). Ademais, o meio condicionado de mondcitos nao alterou
significativamente a expressao de EZH2, MYCN, NANOG, AURKA, e CHGA por

células da linhagem tumoral SCC-25, quando comparado aos valores do meio.

A andlise da expressédo génica por células da linhagem tumoral Detroit 562
evidenciou que a exposi¢cado ao meio condicionado de mondcitos induziu a expressao
de SOX2 com diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao meio (p <0,01)
(figura 13E). De modo contrario, a estimulagcdo com o meio condicionado de monécitos
inibiu significativamente a expressao dos genes AURKA e EPCAM em células da
linhagem Detroit 562, quando comparado ao meio (p <0,01 e p <0,05) (figuras 13F e
13H). Os genes MYC e SYP nao foram expressos ou foram expressos minimamente
por células da linhagem Detroit 562 expostas ao meio condicionado de mondcitos,
com diferenca estatistica significativa (p <0,05) (figuras 13B e 13l). Constou-se, ainda,
gue o meio condicionado de mondcitos induziu a expressao de CHGA por células da
linhagem tumoral Detroit 562, mas estes valores ndo apresentaram diferenca
estatistica significante (figura 13G). Em relacdo a expressdo de EZH2, MYCN e

NANOG, os dados evidenciaram que o meio condicionado de mondcitos nao alterou



80

significativamente a expressao destes genes por células da linhagem tumoral Detroit

562, quando comparado ao meio (figura 13A e 13D).
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Figura 12 — Expressdo de EZH2, MYC , MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,

EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 expostas ao meio

condicionado de mondcitos. As células da linhagem tumoral SCC-25 foram estimuladas

com o meio condicionado de mondcitos e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-gPCR

utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os resultados sdo

apresentados como média + SEM de trés experimentos independentes. ** p <0,01; Test

T student.
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Figura 13 — Expressao de EZH2, MYC , MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,

EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral Detroit 562 expostas ao meio

condicionado de mondcitos. As células da linhagem tumoral Detroit 562 foram

estimuladas com o meio condicionado de mondcitos e 0 cDNA foi empregado em ensaios

de RT-gPCR utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os resultados

sdo apresentados como média + SEM de trés experimentos independentes. * p <0,05 ; **

p <0,01; Test T student.
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6 DISCUSSAO

O microambiente tumoral representa um sistema complexo que envolve
diversos tipos celulares, como células T, células B, células NK, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e fibroblastos associados ao céncer, além de
moléculas de sinaliza¢éo, vasos sanguineos e matriz extracelular, que influenciam na
progressdo e resposta do tumor (WONDERGEM et al.,, 2020). Os mondcitos
desempenham papéis importantes no suporte da homeostase do tecido e surgiram
como reguladores importantes do desenvolvimento e progressao do cancer, bem
como fonte primaria de macrofagos associados a tumores e células dendriticas que
modulam o microambiente tumoral (OLINGY; DINH; HEDRICK, 2019).

Os monocitos sao identificados de acordo com a expressdo dos
marcadores de superficie CD14 e CD16 (SPRANGERS; DE VRIES; EVERTS, 2016).
Desta forma, inicialmente avaliamos se a expressdo de CD14 constitui um fator
prognostico para o carcinoma espinocelular, utilizando a plataforma GEPIA. Estes
dados indicaram que baixo nivel de expressdo de CD14 em amostras de pacientes
portadores de carcinoma espinocelular pulmonar (LUSC), tem correlacdo com maior
sobrevida dos pacientes. O estudo de Gustafson e colaboradores (2015), esta de
acordo com o sugerido anteriormente, quando infere que mondcitos CD14* foram
encontrados mais predominantemente em tumores de células renais, e sua
abundancia esta fortemente associada com a diminuicdo da sobrevida do paciente.
Estudos indicam ainda que mondcitos estdo envolvidos na resposta imune ao tumor,
com uma parte consideravel deles acumulando no tecido tumoral (FENG et al., 2011).
Esta evidéncia também foi observada em nosso estudo quando avaliamos amostras
de carcinoma espinocelular e detectamos a presenca de células CD14*. A molécula
CD14 é expressa abundantemente na superficie de mondcitos e macréfagos humanos
e empregada como marcador de mondcitos humanos (YANG et al., 2014). Em nosso
estudo, observou-se imunorreatividade para CD14 no infiltrado inflamatério de
amostras de carcinoma espinocelular. Dados da literatura indicam que a frequéncia
de mondcitos CD14** CD16* poderia ser um biomarcador de diagndéstico em pacientes
portadores de carcinoma espinocelular oral (OSCC), e estaria correlacionado com o
pior padrao de invasao (YUXIAN et al., 2018).
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Sabe-se que os mondcitos também possuem subpopulacdes, sendo que
as células CD14** CD16™ séo classificadas como mondcitos classicos; as células
CD14 CD16 ** sao classificadas como mondcitos ndo classicas, e as células CD14**
CD16* séo identificadas como mondcitos intermediarios. Os mondcitos com o perfil
classico representante mais de 80% dos mondcitos circulantes (BOYETTE et al.,
2017). Para mondcitos inflamatérios, a molécula CD14 é o principal marcador sendo
empregado amplamente para a identificacdo destas células nos diferentes tecidos.
Para a caracterizacdo dos mondcitos, analisamos a populacdo de mondcitos isolada
do sangue periférico de individuos sadios, demonstrando alta expressdo de CD68,
CD64, CD11c, CCR2, e HLA-DR. A expressédo de CD16, CD62L, CD206 e CD56 foi
detectada em uma percentagem menor de mondcitos CD14".

Os mondcitos podem apresentar diversas funcdes em diferentes estagios
de crescimento e progressao tumoral, mesmo fenotipicamente semelhantes podem
desempenhar papéis opostos devido a diferencas no tecido de origem do cancer,
diferencas no microambiente tumoral, estagio de crescimento do tumor e modelo
experimental (OLINGY; DINH; HEDRICK, 2019). As interacbes entre
monacitos/macrofagos e células de carcinoma espinocelular, bem como os
consequentes efeitos na progressao do CEC sdo amplamente desconhecidos. Para
analisar a influéncia dos mondcitos no carcinoma espinocelular, ensaios de
motilidade, invasdo e proliferacdo foram realizados utilizando duas linhagens
comerciais de células tumorais (SCC-25 e Detroit 562) em presenca do meio
condicionado da cultura de mondcitos. Os resultados do ensaio de motilidade
mostraram que as duas linhagens comerciais de células tumorais, quando expostas
ao meio condicionado da cultura de mondcitos, apresentaram menores niveis na
motilidade comparado com as células tumorais cultivadas apenas na presenca do
meio de cultura, sendo observada diferenca estatisticamente significativa (figuras 5 e
7). Dessa forma, podemos sugerir que o meio condicionado de mondcitos induziu a
diminuicdo da motilidade de células tumorais de carcinoma espinocelular. Dados de
estudos com outros tipos de tumores também indicaram gque os mondcitos podem
influenciar a motilidade das células tumorais. Similar ao observado em nosso estudo,
Benzing e colaboradores (2019) demonstraram que células semelhantes a monécitos
- que sdo uma parte essencial do microambiente tumoral - tém a capacidade de

diminuir de forma muito significativa o comportamento migratorio e invasivo de células
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de adenocarcinoma, o que inibiria seu potencial metastatico e indicando que a
atividade supressora de células semelhantes pode ser mediada pela secrecdo de
TIMP2, mas ndo de TIMP1. Diferentemente do observado em nosso estudo, em
ensaios com células tumorais de cancer de colo e pulmdo (MC38 e carcinoma de
pulmdo de Lewis) demonstraram que o meio condicionado de mondcitos e
macrofagos, isolados do microambiente metastético, promove a migracao e invasao

destas linhagens tumorais(LIM et al., 2016).

As células neoplasicas podem influenciar o remodelamento da matriz
extracelular (MEC), resultando em perfis heterogéneos de composicao da matriz e
influenciando a migracdo de células para o microambiente tumoral (MALANDRINO et
al., 2018). A migracao, invasao e adeséao celular sédo etapas fundamentais no processo
de desenvolvimento e progressdo do cancer, constituindo como principal causa de
morbidade e mortalidade (PIJUAN et al., 2019). A migragdo celular &€ um evento
essencial na progressao do cancer, durante o qual as células tumorais se disseminam
do tumor primario e alcancam a matriz TME e o sistema vascular. Desta forma, a
proxima etapa do presente estudo foi avaliar o efeito do meio condicionado de
monacitos na invasédo de células da linhagem tumoral SCC-25. No ensaio de invaséo
celular através de placas transwell, células da linhagem tumoral SCC-25, expostas ao
meio condicionado da cultura de mondcitos, apresentaram alta capacidade de
invasdo/migracdo. De modo similar, um estudo recente demonstrou que o meio
condicionado de mondcitos contribui para a invasividade e migracdo de células
neoplasicas de cancer de prostata avancado (CaP) em ensaios funcionais in vitro
(CAVASSANI et al., 2018). Aumento da invasao das células neoplasicas co-cultivadas
com monaocitos foi demonstrado em modelo de cancer gastrico. Neste estudo, as
células neoplasicas (MKN1, a human gastric carcinoma cell line) co-cultivadas com
monacitos demonstraram aumento da invasividade que foi acompanhado por aumento
na producdo de MMP-9 (KAMOSHIDA et al., 2013). Embora em nosso estudo nao
tenhamos analisado a producdo de metaloproteinases, dados da literatura indicam
gue no carcinoma espinocelular a producdo da metaloproteinase 9 também esta
relacionada com a maior invasividade deste tipo de linhagem tumoral (PRAMANIK et
al., 2018). As células da linhagem tumoral Detroit 562 ndo migraram através do matriz
gel, ndo poderam ser analisadas. Isso pode ter ocorrido pois, segundo Pijuan et al.,

(2019), alguns tipos de células podem migrar horizontalmente muito rapido, mas nao
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podem invadir uma membrana porosa, sendo importante verificar previamente se as
células escolhidas para o ensaio sédo capazes de invadir a membrana e o revestimento
de matriz gel. Estas alteracdes fenotipicas das células tumorais induzidas por
mondcitos parecem depender do tipo de células tumorais. Uma possivel explicacéo é

gue as células tumorais responderam diferentemente pela co-cultura com mondécitos.

A taxa de proliferacao das células tumorais reflete um distirbio no equilibrio
entre a proliferagéo celular, o tempo do ciclo celular, a diferenciagéo e a senescéncia
(BEGG, 1994; DRESSLER, 1993; HALL, 2000; HOSHINO et al., 1989). A taxa de
crescimento tumoral é considerada um indicador prognéstico util da agressividade do
tumor e da resposta do tumor a terapia (KROHN; MANKOFF; EARY, 2001; MEHDI et
al., 1998). A proliferagdo celular com controle alterado é uma das primeiras
caracteristicas de uma populacéo de células neoplasicas (STRUIKMANS et al., 2001;
WEST,; KENG; SUTHERLAND, 1988). No ensaio de proliferacdo celular, a linhagem
SCC-25 exposta ao meio condicionado de mondcitos, apresentou proliferacédo
progressiva quando comparado aos valores observados para o controle, levando a
resultados com diferenca estatistica significativa. De modo similar ao resultado
apresentado, um estudo mostrou que fatores de monécitos, como IL-1, IL-6 e TNF-q,
podem estimular proliferacéo de células neoplasicas provenientes de cancer de ovario
(WU etal., 1992). Outro estudo sugere a via de sinalizacdo mediada por STAT3 estaria
relacionada com os mecanismos pelos quais 0s mondécitos promovem a proliferacao
de células neoplasicas de carcinoma hepatocelular (WU et al., 2011). Apesar de néo
termos estabelecidos os mecanismos moleculares relacionados com o maior aumento
da proliferacéo das células SCC-25 apoés a estimulagcdo com o meio condicionado de
monadcitos, acreditamos que a citocina IL-6 possa estar presente no meio
condicionado de mondcitos e relacionada com este aumento na proliferacdo das
células tumorais SCC-25 (STEINBICHLER et al., 2018). Novos estudos sé&o
necessarios para comprovar esta hipétese e estdo em desenvolvimento. Para a
linhagem Detroit 562, dentro de um periodo aproximado de 24 horas de exposicéo
das células ao meio condicionado de mondcitos, a taxa de proliferacdo celular teve
aumento progressivo e similar ao grupo controle. Entretanto, ao final da analise, a taxa
de proliferacao celular da linhagem Detroit 562 exposta ao meio condicionado de
monadcitos foi menor e com resultado significativo quando comparado as células

cultivadas na auséncia do estimulo, levando a hip6tese de que o meio condicionado
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de mondcitos e suas citocinas participantes, diminuiram a proliferacdo de células

tumorais Detroit 562.

Dentre estes fatores presentes no meio condicionado de mondcitos que
poderiam influenciar a ativacdo das células tumorais, a citocina IL-33 seria um
importante mediador associado com o aumento da proliferacéo e invasao das células
tumorais. IL-33 é um membro da familia de citocinas IL-1, que desempenha um papel
crucial na iniciacdo e amplificacdo das respostas imunes para combater lesdes e
infeccdo (CAYROL; GIRARD, 2018; LIEW et al., 2016; SCOTT et al., 2018). IL-33 é
expressa no nucleo das células epiteliais dos tecidos de barreira e nas células
endoteliais dos vasos sanguineos, no qual sua liberacdo a partir de células
danificadas, ativa muitos tipos diferentes de células imunes por meio de seu receptor,
semelhante ao receptor de IL-1 (IL1RL1, também conhecido como ST2) (LU et al.,
2020). No entanto, os papéis diretos da atividade da IL-33 na regulacdo da
diferenciacao celular e as fun¢des das ceélulas mononucleares permaneceram mal
compreendidos (LU et al., 2020). Em pacientes com carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco e oral, a citocina IL-33 intratumoral foi expressa por fibroblastos
associados ao tumor, e teria um efeito pro-tumorigénico direto nas células neoplasicas
e efeitos indiretos nos outros componentes do microambiente tumoral (FORNIE;
POUPOT, 2018). A IL33 é altamente expressa em amostras de pacientes portadores
de carcinoma epidermoéide de esbdfago. Em linhas celulares correspondentes, a
superexpressao de IL33 promoveu a migracdo e invasividade, enquanto a baixa
expressao de IL33 inibiu o potencial metastatico dessas células (YUE et al., 2020). O
silenciamento de ST2 em células CT26, uma linhagem de células de cancer de colon,
resultou no aumento do crescimento do tumor in vivo, mostrando que a sinalizacéo de
IL33 tem um papel inibidor nas células tumorais (O'DONNELL et al., 2015).
Considerando essas observacdes sobre o possivel papel da citocina IL33 na fisiologia
das células tumorais, analisamos através do ensaio de RT-gPCR, a expresséo de IL-
33 e ST2 em células das linhagens SCC-25 e Detroit 562, expostas a0 meio
condicionado da cultura de mondcitos. As células da linhagem SCC-25 expostas ao
meio condicionado de mondcitos apresentaram expressdo de ST2 e IL33 diminuidas
em relacéo ao controle, ou seja, o0 meio condicionado de mondcitos inibiu a expressao
dos genes ST2 e IL33 em células tumorais, com diferenca estatisticamente

significativa. Em células da linhagem Detroit 562, constatou-se que 0 meio



89

condicionado de mondcitos induziu aumento da expresséo de ST2, com valor proximo
do controle. Mas, em relacao a expressao de I1L33, o meio condicionado de mondcitos
levou a diminuicdo na expressao deste gene em células tumorais em relagdo ao
controle.O estudo de Ishikawa e colaboradores (2014), sugeriu que o0 eixo IL-33/ST2
contribui para a agressividade do tumor e afeta o microambiente tumoral. Estudos
anteriores demonstraram que a IL-33 promove a metastase do cancer por meio do
recrutamento de macréfagos associados ao tumor (TAMs) (YANG et al., 2016). Outro
estudo recente demonstrou que a via IL-33/ST2 contribui para o desenvolvimento de
CEC, aumentando o recrutamento de células T CD4*, células dendriticas e
macrofagos e prejudicando a atividade citotoxica de NK (AMOR et al., 2018). 1L-33
pode induzir o recrutamento de macrofagos e alterar seu fenétipo para se assemelhar
a macroéfagos ativados alternativamente, adicionalmente, estudo de Peng et al. (2020)
mostra que IL-33 tem um papel heterogéneo no carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco, 0 que provavelmente é determinado pelas fontes celulares de IL-33, onde a
IL-33 derivada do estroma atua como um fator pro-tumor, enquanto a IL-33 derivada
do epitélio atua como um fator antitumoral. Gao e colaboradores (2015) demonstraram
gue a superexpressao de IL-33 em células tumorais inibe fortemente o crescimento
tumoral. A diminuicdo da expressdo de IL-33 pelas células tumorais apdés a
estimulacdo com o meio condicionado de mondcitos pode ter contribuido para o
aumento da proliferacdo das células da linhagem tumoral SCC-25. Contudo, estudos

adicionais sdo necessarios para comprovar esta hipotese.

O processo de transicao epitelial-mesenquimal (EMT do inglés, epithelial-
mesenchymal transition) e seu processo reverso, transicdo mesenquimal-epitelial
(MET) sao processos fundamentais no desenvolvimento embrionario e na reparacao
de tecidos, mas conferem propriedades malignas as células de carcinoma, incluindo
comportamento invasivo, atividade de células-tronco cancerigenas e maior resisténcia
a quimioterapia e imunoterapia (LU; KANG, 2019). O processo de transicao epitelial-
mesenquimal pode ser induzido por varios fatores de crescimento (EGF, HGF, FGF,
TGF-B, NOTCH, IL-6, IL-8, entre outros), que podem ser produzidos por diferentes
células presentes no microambiente tumoral, levando a expressao dos fatores de
transcricdo associados a transicdo epitelial-mesenquimal (VERNOT, 2020). O
estroma tumoral envolve varios tipos de células além das células neoplasicas, como

fibroblastos, células do sistema imunolégico e células endoteliais, que interagem com
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as células cancerosas e influenciam a invasao e a metastase (MALANDRINO et al.,
2018). Células como os macrofagos, que secretam TNF-a e TGF-f, estimulam MMT1-
MMP e MMP1 em células neoplasicas, levando ao aumento da velocidade migratoéria
e persisténcia em matrizes extracelulares (LI et al., 2017). Para carcinoma
espinocelular, o estudo de Gao e colaboradores (2016) revelou que as células do
estroma tumoral no carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co (HNSCC) leva ao
recrutamento e polarizagdo de mondcitos em macréfagos M2, o que por sua vez
promoveu a migracao e invasdo das células cancerosas. Entédo, para melhor entender
esse crosstalk entre as células tumorais e 0os monécitos no microambiente tumoral,
analisamos nesse estudo a expressédo de genes relacionados com o0 processo de

transicao epitelial-mesenquimal, através do ensaio de RT-qPCR.

O proto-oncogene MYC é um regulador importante para a proliferacao e
transformacao celular e sua atividade esta ligada a indmeros canceres (FAN et al.,
2015). Por exemplo, no cancer de prostata, a superexpressao de MYC esta associada
a recorréncia do cancer e mau prognostico (HAWKSWORTH et al., 2010). O mRNA e
as proteinas de MYC sdo supostamente regulados positivamente em tecidos de
cancer de prostata humano em relacéo ao tecido de prostata normal (GUREL et al.,
2011). Ja, no carcinoma espinocelular de lingua, a regulacdo negativa de MYC esta
associada ao avanco da doenca e pior prognéstico (VORA et al., 2007). Em nosso
estudo, descobrimos que o meio condicionado de monadcitos pode inibir a expresséo
MYC em células das linhagens tumorais de carcinoma espinocelular SCC-25 e Detroit
562. Na andlise da expressao do gene MYC pelas células SCC-25 e Detroit 562, a
literatura diz que a comparacao de varias linhagens celulares mostrou ser importante
no contexto celular para os efeitos transcricionais e biolégicos do MYC, onde,
dependendo das células, 0 MYC exerce efeitos opostos na migracédo, em correlacéo
com a regulacédo inversa de certos genes, e controla a proliferacdo celular por
diferentes vias (CAPPELLEN et al., 2006). O envolvimento direto de MYC na formacé&o
de metastases estd bem estabelecido in vitro e in vivo e o seu papel ndo é
guestionavel, mas o MYC sozinho parece ser insuficiente, havendo, entao,
cooperacao com outros genes e fatores de transcricdo para promover as fases inicial
(invasdo e migracdo) e tardia da progressdo metastatica (MESKYTE; KESKAS;

CIRIBILLI, 2020). Na apoptose, o0 gene MYC esta envolvido de varias maneiras, no
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qual, dependendo de outros genes apoptoticos, a reducéo da expressédo de MYC pode
levar a apoptose celular (THOMPSON, 1998).

O fator de transcricdo SOX2, que ndo € expresso no epitélio da pele normal
e é dispensavel para a homeostase epidérmica, marca as células iniciadoras de tumor
(TICs) nos carcinomas espinocelular (CEC) (SIEGLE et al., 2014). A superexpressao
de SOX2 foi encontrada em pelo menos 25 neoplasias diferentes em humanos e a
expressdo forcada de SOX2 promove a progressao neoplasica ao acelerar a
proliferacdo, migracdo, invasdo e metastase de células cancerigenas (NOVAK et al.,
2019). Além disso, a expressao elevada de SOX2 esta positivamente correlacionada
com resisténcia a medicamentos e baixa sobrevida de pacientes com cancer (NOVAK
et al.,, 2019; GRIMM et al., 2019). Em relacdo a expressdo do gene SOX2 pela
linhagem tumoral SCC-25, nossos resultados foram contrarios a maioria dos estudos
contidos na literatura, como no estudo de Vicente e colaboradores (2019), onde foi
observado que a expressao de SOX2 foi mais frequente nos estagios iniciais de
carcinoma espinocelular oral e os pacientes com expressdo positiva de SOX2
exibiram uma sobrevida melhor do que aqueles com expressao negativa. Quanto a
expressdo de SOX2 pela linhagem Detroit 562, nossos resultados evidenciaram que
a exposicdo ao meio condicionado de mondcitos induziu aumento da expresséo de
SOX2. Sabemos que SOX2 controla varias caracteristicas das células tumorais, como
proliferacéo, transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), migracéo, invasao, metastase,
esfera e formacdo de colbnia, iniciacdo tumoral, formacdo de células-tronco
cancerosas, bem como resisténcia a apoptose e terapia, entdo seu efeito exercido nas
células tumorais pode variar dependendo do tipo de céancer (LIU et al., 2018). Em
concordancia com nossos resultados de expressdo de SOX2 pelas células da
linhagem Detroit 562, Bass e colaboradores (2009) detectaram que houve
amplificacdo no locus de SOX2 e, consequentemente, aumento de expressao, o que
também aumentou a proliferacéo e crescimento de células tumorais.

A molécula de adeséo de células epiteliais (EpCAM) é uma glicoproteina
transmembranica que foi descoberta em células de cancer colorretal ha 40 anos
(HERLYN et al., 1979). Em carcinomas humanos, a expressdao do gene EPCAM é
comumente elevada em varios tipos de tumor primario. Estes dados indicam que a
alta expressdo de EPCAM facilita o crescimento e a progresséo do cancer maligno e
estd associada a um mau prognostico e irresponsividade terapéutica em pacientes
com cancer (MOHTAR et al., 2020; LEI et al., 2012; GAISER et al., 2012; KELLER;
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WERNER; PANTEL, 2019). Em nosso estudo, em relacdo a analise da expresséo de
EPCAM em células da linhagem SCC-25, constatou-se que o meio condicionado de
mondcitos induziu aumento da expressado deste gene quando comparado ao meio,
contudo, estes valores ndo foram estatisticamente significantes. EPCAM € expresso
pelo epitélio de individuos saudaveis, exceto pelo epitélio escamoso, e alguns tipos
especificos de células epiteliais, como hepatdcitos e queratindcitos, mas na maioria
dos carcinomas humanos, EPCAM é superexpresso em varios graus (VAN DER GUN
et al., 2010). Em estudos com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP),
a expressao de EPCAM levou a diferenciacdo tecidual de hiperplasia para tumor in
situ, sugerindo um papel importante na formacao tumoral (ANDRATSCHKE et al.,
2006). Em outro estudo que examinou especificamente o CEC da lingua, a expressao
de EPCAM foi associada a tumor de tamanho maior, metastase e desdiferenciacao
tumoral (YANAMOTO et al., 2007). De modo contrario aos resultados observados com
a linhagem tumoral SCC-25, a estimulagdo com o meio condicionado de monaocitos
inibiu significativamente a expresséao do gene EPCAM em células da linhagem tumoral
Detroit 562. Em concordancia com nosso resultado, Hwang e colaboradores (2009)
sugerem que a expressao diminuida de EPCAM € um evento precoce para carcinoma
espinocelular oral. Alguns tipos tumorais frequentemente ndo apresentam expressao
de EPCAM, como carcinoma uroteliais e carcinoma espinocelular (SPIZZO et al.,
2011).

A sinaptofisina, uma proteina que participa da transmissdo sinaptica e
codificada pelo gene SYP, estd amplamente distribuida em células neuroenddécrinas
e neoplasias, e € um bom marcador neuroendocrino de amplo espectro (ERICKSON;
LLOYD, 2004). Estudos mostram que SYP e a sinaptofisina ndo sédo exclusivos da
diferenciacdo neuronal, mas também sdo formados em certas células epiteliais, e
vesiculas contendo sinaptofsina continuam a serem formadas durante a
transformacao celular e crescimento maligno (SCHARTINGER et al., 2012). Em nosso
estudo, a analise de expressdo do gene SYP, tanto para linhagem tumoral SCC-25
guanto para Detroit 562, o meio condicionado de mondcitos induziu diminuicdo na
expressdo de SYP, quando comparados ao meio. Segundo Erickson e Lloyd (2004),
SYP nao é especifico para células neuroenddcrinas e tumores, pois células corticais
adrenais normais, adenomas corticais adrenais e carcinomas podem mostrar
imunopositividade para esse marcador. Se tratando de carcinoma espinocelular,

trabalhos mostraram que essa diferenciagcdo neuroenddcrina também foi encontrada
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em alguns tumores de origem ndo neuroenddcrina, incluindo carcinoma espinocelular
de pulmdo e esbdfago, levantado a hipotese de que células tumorais com
caracterizacdo neuroendocrina podem produzir peptideos para estimular o
crescimento do tumor via mecanismos autécrinos ou paracrinos (NISMAN et al., 2006;
YUAN et al., 2007).

A proteina aurora quinase A, codificada pelo gene AURKA, faz parte da
familia de quinases (A, B e C) consistindo em proteinas quinases serina/treonina,
envolvidas em varios eventos mitéticos: regulacéo da via de verificacdo de montagem
do fuso, funcdo de centrossomas e citoesqueleto, e citocinese (KOLLAREDDY et al.,
2008). AURKA sao super-expressos em uma variedade de linhagens de células
tumorais, sugerindo que as proteinas quinases podem desempenhar importante papel
na tumorigénese (FU et al., 2007). Nosso estudo mostrou que, em células tumorais
das linhagens SCC-25 e Detroit 562, a estimulacdo com o meio condicionado de
monacitos inibiu expressdo dos genes AURKA. Em contrapartida, estudos mostram
gue, para carcinoma espinocelular oral, a superexpressao de AURKA esta relacionada
com alta proliferacéo celular, migracéo, invasao e mau prognostico de pacientes com
CEC (YANG et al., 2019; DAWEI; HONGGANG; QIAN, 2018).

Células tumorais com comportamento de células tronco usam de diversos
mecanismos para o0 desenvolvimento de tumores e disseminacdo metastatica
(GONZALEZ-MOLES et al., 2013). O fator de transcricdo SOX2 funciona como uma
molécula central em carcinomas espinocelulares, pois atua como um ponto de
integracdo de mecanismos de sinalizacdo oncogénica e de desenvolvimento,
tornando as células tronco tumorais autossuficientes para estimulos mitogénicos
essenciais (SIEGLE et al., 2014). Desta forma, os resultados sugerem que 0 meio
condicionado de mondcitos modula a expressdo de genes, como SOX2, EPCAM,
MYC, AURKA e SYP, que controlam funcfes tumorais de carcinomas espinocelulares,
levando a maior invasividade e proliferacéo tumoral.

Os resultados deste estudo sugerem que o microambiente tumoral pode
ser modulado por monécitos e células derivadas de mondcitos. Assim, fatores
derivados de mondcitos podem contribuir para a invasao e proliferacdo de células
neoplasicas de carcinoma espinocelular, dependendo também de caracteristicas das
células tumorais. A literatura mostra que citocinas pro-inflamatérias e pro-
angiogénicas foram mais detectadas no CECP, incluindo IL-1q, IL-6, IL-8, GM-CSF,
VEGF e FGF (CHEN et al.,, 1999). Ainda sao necessarios mais estudos para
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determinar quais os fatores derivados de mondcitos estariam envolvidos com 0s
mecanismos descritos em nosso estudo e que poderiam influenciar o microambiente

tumoral do carcinoma espinocelular.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que:

v Os fatores derivados de mondécitos inibiram a motilidade de células no
carcinoma espinocelular.

v Os fatores derivados de mondcitos influenciaram positivamente na
capacidade de invasao de células da linhagem tumoral SCC-25.

v Os fatores derivados de mondcitos influenciaram positivamente a
proliferacdo de células de carcinoma espinocelular, da linhagem SCC-25,
mas, inibiram a proliferagéo de células da linhagem Detroit 562.

v' Os fatores derivados de mondcitos induziram aumento na expressao do
gene EPCAM por células da linhagem tumoral SCC-25. Ao mesmo tempo
gue inibiram a expressao de MYC, SOX2 e SYP por essas células.

v' Os fatores derivados de mondcitos induziram aumento na expressao do
gene SOX2 por células da linhagem tumoral Detroit 562. A0 mesmo tempo
gue inibiram a expressdo de MYC, AURKA, EPCAM e SYP por essas
células.
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