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RESUMO

Os tumores se desenvolvem em microambientes complexos e dindmicos. Macrofagos
sdo componentes deste microambiente tumoral e essenciais na defesa do hospedeiro.
Em resposta a fatores presentes no microambiente tumoral, estas células podem
alterar seu fenotipo e fungdo. Macréfagos com fenotipo M1 ou classicamente ativados,
sdo células pro-inflamatorias e possuem atividade antitumoral. Macrofagos com
fendtipo M2 ou alternativamente ativados aumentam a inflamacgéao local e promovem
progressdo e metastase tumoral. Macrofagos com fendtipo M2 podem promover
invasdo e metastase das células tumorais. A interleucina 33 (IL-33), tem sido
correlacionada com a progressao de varios tipos de malignidades e associada com
uma baixa sobrevida. O presente estudo se propds a avaliar os efeitos de IL-33 e do
meio condicionado de macrofagos na ativagao de células tumorais da linhagem SCC-
25 e Detroit 562. Verificamos que o meio condicionado da cultura dos macréfagos M1
diminuiu a motilidade e a proliferacdo das células tumorais da linhagem SCC-25, e
ativou a expresséo dos genes IL-33, ST2, SOX2, CHGA e EPCAM. Por outro lado,
este mesmo estimulo diminuiu a expressao dos genes MYC, MYCN e SYP em células
da linhagem SCC-25. Em relag&o aos efeitos do meio condicionado de macrofagos
M2, os dados evidenciaram que este estimulo induziu o aumento da motilidade,
proliferacdo e capacidade invasiva de células da linhagem tumoral SCC-25. Este
mesmo estimulo induziu a expresséo dos genes /IL-33, ST2, NANOG, SOX2 e EPCAM
por células da linhagem tumoral SCC-25, ao mesmo tempo que diminuiu a expresséo
dos genes MYC, AURKA e SYP. Na linhagem tumoral Detroit 562, o meio
condicionado da cultura de macrofagos M1 aumentou a motilidade destas células,
diminuiu a taxa de proliferagéo, ativou a expressao dos genes /L-33 e ST2 e diminuiu
a expressao do gene MYC. Enquanto o meio condicionado de macréfagos M2
promoveu a diminuigdo da motilidade de células da linhagem Detroit 562 e diminuiu a
expressao dos genes /L-33, SOX2 e MYC por estas células. Por outro lado, este
mesmo estimulo levou a aumento da proliferacdo de células da linhagem Detroit 562.
Ao analisarmos os efeitos da citocina IL-33, os resultados demonstraram que esta
citocina induziu o aumento da proliferacdo, migracdo e invasdo das células da
linhagem SCC-25. Ademais, a citocina IL-33 levou a diminui¢do da expresséo de
MYC. A estimulagdo com IL-33 aumentou significativamente a migracéo e proliferacéo







da linha celular Detroit 562, e induziu diminuig&o significativa da expressao dos genes
SOX2, MYC, SYP e EZHZ2. Nossos resultados indicam que a citocina IL-33 e 0 meio
condicionado da cultura dos macrofagos M1 e M2 apresenta efeitos na motilidade,
proliferacao e invasdo/migracéo de células da linhagem tumoral SCC-25 e Detroit 562.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular. Macrofagos. Interleucina IL-33.







ABSTRACT

Effect of IL-33 and macrophage conditioned media on tumor cells

Tumors develop in complex and dynamic microenvironments. Macrophages
are components of this tumor microenvironment and essential in the defense of the
host. In response to factors present in the tumor microenvironment, these cells can
alter their phenotype and function. Macrophages with M1 phenotype or classically
activated, are considered pro-inflammatory and anti-tumor macrophages. M2 or
alternatively activated macrophages increase local inflammation and promote tumor
progression and metastasis. Macrophages with M2 phenotype can promote invasion
and metastasis of tumor cells. Interleukin-33 (IL-33) is known for its dichotomous role
in contributing to the development of tumors and is expressed by macrophages.
Interleukin 33 (IL-33) has been correlated with the progression of various types of
malignancies and associated with a low survival. The present study aimed to evaluate
the effects of IL-33 and the conditioned medium of macrophages on the activation of
tumor cells of the SCC-25 and Detroit 562 lineage. We verified that M1 macrophages-
derived conditioned medium decreased the motility and proliferation of the SCC-25
lineage tumor cells, and induced higher levels of /L-33, ST2, SOX2, CHGA and
EPCAM genes. On the other hand, this medium down-modulated the expression of the
MYC, MYCN and SYP genes in SCC-25 cells. In another set of experiments, our data
demonstrated that M2 macrophages-derived conditioned medium increased motility,
proliferation and invasive capacity of SCC-25 tumor cells and induced higher
expression of mMRNA levels of IL-33 genes, ST2, NANOG, SOX2 and EPCAM.
However, M2-derived conditioned medium had a negative modulation on the
expression of MYC, AURKA and SYP genes. In the tumor lineage Detroit 562, M1
derived conditioned medium increased the motility of these cells, decreased the
proliferation rate, up-regulated mRNA levels of /L-33 and ST2. While the M2-derived
conditioned medium increases the proliferation of Detroit 562 cells, we observed a
significant decrease on the motility and /L-33, SOX2 and MYC mRNA levels. The
presence of recombinant human IL-33 demonstrated that this cytokine induced
proliferation, migration and invasion of SCC-25 cells. In addition, IL-33 led down-
modulated MYC expression. Stimulation with [IL-33 significantly increased the







migration and proliferation of the Detroit 562 cell line and induced a significant down-
modulation on the expression of the SOX2, MYC, SYP and EZH?Z2 genes. Altogether,
our results indicate that cytokine IL-33 and the presence of M1 and M2 secreted
proteins had a direct effect on the motility, proliferation and invasion of SCC-25 derived
dell lines. These results help us to understand better the direct effects of immune

components in tumor cells mimicking the tumor microenvironment.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Macrophages. IL-33 Interleukin
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1 INTRODUGAO

1.1. Carcinoma espinocelular

As neoplasias representam um dos mais relevantes problemas de saude
publica no mundo e, nas proximas décadas, estima-se a incidéncia de mais de 21.4
milhdes de novos casos e 13.2 milhdes de mortes (FERLAY; SOERJOMATARAM,;
DIKSHIT; ESER et al., 2015). O carcinoma espinocelular (CEC) é o segundo tipo de
neoplasia mais comum no mundo (KARAM; RABEN, 2019) e o mais frequente no
Brasil, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). No Brasil, para cada ano
do triénio 2020-2022, o numero de novos casos de cancer de pele ndo melanoma
estimado sera de 83.770 em homens e de 93.160 em mulheres, correspondendo a
um risco estimado de 80,12 novos casos a cada 100 mil homens e 86,65 novos casos
a cada 100 mil mulheres. cerca de 176.000 novos casos e 2.616 casos de morte
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

No mundo, mais de meio milhdo de individuos sdo diagnosticados com CEC e
cerca de 300.000 pacientes chegam a obito (BRAY, 2018; FITZMAURICE; ALLEN;
BARBER; BARREGARD et al., 2017; GHANTOUS; ABU ELNAAJ, 2017). Em geral,
os homens apresentam riscos duas a quatro vezes maior do que as mulheres de
desenvolver esse tipo de tumor. A idade média de diagndstico para cancer néo
associado a virus € de 66 anos, enquanto a idade média de diagnostico de cancer
orofaringeo associado ao papiloma virus humano (HPV) e cancer de nasofaringe
associado ao virus Epstein-Barr (EBV) & de aproximadamente 53 anos e 50 anos,
respectivamente (FUNG; LAM; CHAN, 2016; WINDON; D'SOUZA; RETTIG; WESTRA
et al., 2018).

Dentre os fatores de risco classicos que aumentam as chances do surgimento
desse tipo de cancer, cerca de 75% estado relacionados a exposicdo ao tabaco e
produtos semelhantes além do consumo excessivo de alcool (MAIER; DIETZ;
GEWELKE; HELLER et al., 1992). O consumo de alcool e tabaco s&o fatores de alto
risco associados a prevaléncia geografica, onde os usuarios dessas substancias
possuem um risco 35 vezes maior de desenvolver o cancer (BLOT; MCLAUGHLIN;
WINN; AUSTIN et al., 1988). Os efeitos causados pelo uso do cigarro eletrénico ainda
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sdo desconhecidos. A exposigcdo a poluentes atmosféricos cancerigenos, produtos
quimicos orgéanicos e inorganicos também estdo relacionados com o surgimento
dessa neoplasia (MISHRA; MEHEROTRA, 2014; WONG; NG; LUI, 2014). Em paises
da Asia-Pacifico, algumas populacdes apresentam carcinoma espinocelular de
cavidade oral por possuirem o habito de mastigar noz de areca, uma espécie de noz,
cujos efeitos sdo comparaveis com a nicotina (SAMET; CHIU; COGLIANO; JINOT et
al., 2020). Outros fatores de risco incluem o envelhecimento, higiene bucal precaria e
dieta deficiente em vegetais (FREEDMAN; PARK; SUBAR; HOLLENBECK et al.,
2008). Verificou-se também que infecgbes causadas por agentes virais como o HPV
e EBV aumentam as chances do desenvolvimento dessa neoplasia (CHATURVEDI,
ENGELS; PFEIFFER; HERNANDEZ et al., 2011), principalmente na regido da
orofaringe (CASTELLSAGUE; ALEMANY; QUER; HALEC et al., 2016). Além disso,
fatores genéticos contribuem para o risco do surgimento do CEC. Individuos com
anemia de Falconi, uma doenga genética hereditaria rara caracterizada por reparo de
DNA prejudicado, tem risco de 500-700 vezes maior de desenvolverem essa
neoplasia, principalmente na cavidade oral (VELLEUER; DIETRICH, 2014).

Ha hipoteses que sustentam a ideia de que os tumores malignos tém inicio e
sdo mantidos por uma populagédo de células tumorais com propriedades biologicas
semelhantes as células-tronco adultas normais (TAN; PARK; AILLES; WEISSMAN,
2006). Sabe-se que o cancer surge devido ao acumulo de mutagdes genéticas dentro
de uma unica célula ou grupo de células com vantagem proliferativa que permite que
elas escapem dos controles de crescimento homeostatico. Como resultado tem se o
surgimento de uma massa de células heterogéneas (NOWELL, 1978). A iniciagcéo e
progresséo do tumor acontece por um processo continuo e aleatério de variabilidade
genética adquirida e selegdo natural darwiniana, resultando em subclones cada vez
mais agressivos (BURRELL; SWANTON, 2016). Este modelo sugere que todas as
células dentro da massa tumoral possuem as mesmas probabilidades de serem a
célula que origina o tumor. Estudos tém demonstrado essa heterogeneidade genética
dentro de tumores individuais, sitios primarios e metastaticos e entre neoplasias
primarias e recorrentes (SCHRAMM; KOSTER; ASSENOV; ALTHOFF et al., 2015;
SHAH; ROTH; GOYA; OLOUMI et al, 2012). Fatores como as instabilidades
genbmicas juntamente com a presenca de alteragbes epigenéticas nas células
tumorais, também contribuem para a diversidade clonal (MARUSYK; ALMENDRO;
POLYAK, 2012). Além disso, com base neste modelo, a resisténcia tumoral aos
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medicamentos ocorre devido a selegao de clones pré-existentes capazes de resistir
ao tratamento, eventualmente crescendo e formando a maior parte do tumor. Um outro
modelo hierarquico ou de células-tronco cancerosas de tumorigénese, descreve que
um subconjunto biologicamente heterogéneo de células dentro de um tumor é
responsavel pela iniciagdo e propagacédo desse tumor devido aos seus tragos
semelhantes a células-tronco de renovagao e capacidade de propagacéo clonal de
longo prazo (REYA; MORRISON; CLARKE; WEISSMAN, 2001).

A instabilidade genética € outro fator ligado ao carcinoma espinocelular.
Algumas anormalidades cromossdmicas sao atribuidas aos estagios de progressao
(PAI; WESTRA, 2009). Durante a progressao da mucosa epitelial ndo alterada para
hiperplasia, verificou-se a perda da regido cromossémica 9p21, que inclui os genes
supressores do tumor como CDKNZ2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) e ARF
(Auxin response factors). Na etapa seguinte de progressao, para displasia, ocorre a
perda de 3p21 e 17p13, o locus de TP53 (Tumor protein p53). De displasia para
carcinoma in situ observa-se a delecdo de 11913, 13921 e 14932, enquanto na
progressao para o carcinoma invasivo ha deleg&o da regido cromossémica 6p, 8, 4927
e 10g23. Além de alteragbes genéticas, as epigenéticas tém papel importante na
oncogénese de CEC, causando hipometilagdo global de DNA, hipermetilacdo e
expressdo diminuida dos genes supressores de tumores incluindo CDKN2A, DCC
(Deleted in  Coloretal Carcinoma) e MGMT (O-6-Methylguanine-DNA
Methyltransferase) (FOY; PICKERING; PAPADIMITRAKOPOULOU; JELINEK et al.,
2015; HA; CALIFANO, 2006). Proteinas de sinalizagédo e/ou ativagao tem a expresséo
aumentada em tumores de cabecga e pescocgo. Cerca de 80 a 90% dos tumores tem
uma alta expresséo de receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR do inglés
Epidermal Growth Factor Receptor) e esta associado a sobrevida geral ruim (ZHU;
ZHANG; ZHANG; HE et al., 2013). A expressao aumentada de EGFR no carcinoma
espinocelular oral foi correlacionada com aumento do tamanho do tumor, estagio
patolégico avangado, aumento da incidéncia e gravidade da recorréncia, diminuigéo
da sobrevida livre de doenga e, portanto, funciona como um marcador prognostico
promissor. Além disso, 0 EGFR tem sido um alvo importante no desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento. A expressdo aumentada da interleucina 6 (IL-6) e de
seu receptor também esta associada a um mal prognostico no carcinoma
espinocelular (KARAKASHEVA; LIN; TANG; QIAO et al., 2018; TSAI; CHEN; LU;
CHEN, 2019). PI3K-AKT-mTOR ¢ a via de sinalizagdo oncogénica mais alterada no
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carcinoma espinocelular (NETWORK, 2015; WANG; VALERA; ZHAO; CHEN et al.,
2017). Embora raramente sofra mutagao, a sinalizag&o via STAT3 (Signal Transducer
and Activators of Transcription 3) € regulada positivamente em carcinoma
espinocelular de cabecga e pescogo (LUI; PEYSER; NG; HRITZ et al., 2014; PEYSER,;
DU; LI; LUI et al., 2015) devido mutagdes nos genes que codificam os receptores da
proteina tirosina fosfatase (PTPRs, do inglés, Protein Tyrosine Phosphatase
Receptor) resultando em mal progndstico (JOHNSON; O'KEEFE; GRANDIS, 2018). A
sinalizagado via STAT3 guia a expressao génica de promotores de proliferagéo,
sobrevivéncia celular e citocinas imunossupressoras (JOHNSON; O'KEEFE;
GRANDIS, 2018). A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina contribui para o surgimento do
carcinoma espinocelular (ALAMOUD; KUKURUZINSKA, 2018). O crescimento e
sobrevivéncia das células tumorais é regulada pela via de sinalizagdo RAS-MAPK
(NETWORK, 2015).

As neoplasias de cabeca e pescogo compreendem tumores sélidos,
heterogéneos (PLUQUET; GALMICHE, 2019) e agressivos que se manifestam no
trato aéreo digestivo superior, cavidade oral, faringe, laringe e seios paranasais
(WYSS; HASHIBE; CHUANG,; LEE et al., 2013). Sdo conhecidos varios tipos de CEC,
dentre eles 90% dos casos sao responsaveis pelo carcinoma epidermdide oral
(BROCIC; KOZOMARA; CEROVIC; JOVIC et al., 2009). O carcinoma espinocelular
origina-se de queratinécitos do revestimento epitelial escamoso estratificado da
cavidade oral. Clinicamente, o carcinoma espinocelular se apresentam como
ulceragdes que ndo cicatrizam devido a destruicdo do tecido, endurecimento devido a
formacao excessiva de queratina dentro do estroma tumoral, fixacdo do tecido
subjacente devido a invasdo da submucosa e margens tumorais elevadas e/ou
evertidas (LINDBERG; RHEINWALD, 1990). As células epiteliais orais sdo vulneraveis
as alteragdes cancerigenas, pois atuam como a primeira barreira defensiva contra
poluentes e carcindgenos. O desenvolvimento do carcinoma espinocelular oral surge
da expansao clonal e do crescimento aberrante de uma unica célula-tronco ou de
algumas células que sao o ponto de partida do tumor que adquirem capacidade de
auto renovacgao. Estas células escapam ao controle de crescimento normal e ganham
vantagem de crescimento permitindo a expansao clonal que substitui o tecido epitelial
normal. A medida que a lesdo aumenta, o dano genético adicional origina subclones,
resultando em um cancer invasivo (FELLER; ALTINI; LEMMER, 2013).
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A transigao epitelial para mesenquimal é um processo bioldgico definido pela
perda das caracteristicas epiteliais e aquisicdo de um fendtipo mesenquimal (THIERY,
2002). Uma vez adquirida essas caracteristicas, a célula apresenta aumento no
potencial migratério e invasivo, assim como aumento da resisténcia a apoptose,
capacidade de romper a membrana basal, e de alterar expressdes de certos
microRNAs (miRNAs) (KALLURI; NEILSON, 2003; ROCHE, 2018). Ademais o
processo reverso, transicdo mesenquimal-epitelial (MET do inglés mesenchymal to
epithelial transition), foi indicado como essencial em estagios finais da progressao do
cancer e abrange o desenvolvimento de metastases (CHAFFER; THOMPSON;
WILLIAMS, 2007). A plasticidade das células cancerigenas refere-se a mudanca
funcional e fenotipica entre o estado mesenquimal e epitelial em tumores e tem sido
sugerida por gerar heterogeneidade e controlar a progressao do tumor (LAMBERT;
WEINBERG, 2021; TEEUWSSEN; FODDE, 2019). Redes de sinalizagado
orquestradas por fatores de transcrigdo especificos determinam o destino das células-
tronco e a identidade da célula neoplasica (MASSAGUE; GOMIS, 2006). Nos ultimos
anos, alguns genes reguladores, dentre eles EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2,
AURKA, CHGA, EPCAM, SYP, tém atraido atengdes por se comportarem como
fatores que envolvem tumorigénese e malignidade, e que podem ser usados como
potenciais biomarcadores moleculares (ZHAO; LI; ZHANG, 2017).

1.2. Fatores de transi¢cao associados com o desenvolvimento tumoral

A familia: MYC, MYCN e L-Myc

A familia MYC de proto-oncogenes inclui trés paralogos: MYC, MYCN e L-Myc
(MATHSYARAJA; EISENMAN, 2016). O proto-oncogene MYC foi isolado e
caracterizado em 1982 e a expressao desregulada desse gene esta associada com o
desenvolvimento de diferentes tipos de tumores (DEPINHO; SCHREIBER-AGUS;
ALT, 1991; MARCU; BOSSONE; PATEL, 1992). MYC é um gene importante para a
homeostasia e exerce papel importante no crescimento celular, ciclo celular,
diferenciacdo e indugdo de apoptose (EVAN; CHRISTOPHOROU; LAWLOR,;
RINGSHAUSEN et al., 2005). Sabe-se que a indugao da expressao de MYC estimula
células quiescentes, nao transformadas, a passarem pela fase G1 e entrarem em S
(FACCHINI; PENN, 1998). A expressdao aumentada deste gene resulta no

desenvolvimento de linfomas, osteosarcomas e carcinomas hepatocelulares (WU;
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VAN RIGGELEN; YETIL; FAN et al., 2007) com uma frequéncia de amplificagdo da
expressdo de MYC de aproximadamente 14% (SCHAUB; DHANKANI; BERGER,;
TRIVEDI et al., 2018). Dados de estudos in vivo, indicam que a expressdo aumentada
de MYC em células hematopoiéticas leva ao desenvolvimento de tumores de células
T (SMITH; BATH; HARRIS; CORY, 2005), além de aumentar a quantidade de
monaocitos na medula éssea e de linfocitos B no bago (SMITH; BATH; HARRIS;
CORY, 2005). A desregulacado de MYC é observada em torno de 30% dos casos de
cancer (VITA; HENRIKSSON, 2006), principalmente em tumores de mama, cdlon,
pancreas, carcinomas cervicais, de pulm&o, osteosarcomas, glioblastomas e
carcinoma espinocelular (MASTRONIKOLIS; RAGOS; KYRODIMOS;
CHRYSOVERGIS et al., 2019). A desregulacdo ocorre devido as alteragdes
epigenéticas, amplificagdes, translocagdes cromossémicas e mutagdes (ARVANITIS;
FELSHER, 2006). MYC contribui para a tumorigénese através da promogao da
proliferacdo descontrolada e, também, por exercer efeitos na adesdo celular,
metabolismo, angiogénese e instabilidade genémica (EISENMAN, 2001). Dados da
literatura indicam que neoplasias com expressédo desregulada de MYC apresentam
pior prognodstico (ARVANITIS; FELSHER, 2006). A inibicdo de MYC em varias
linhagens tumorais resulta em parada de ciclo celular em diferentes fases (WANG;
MANNAVA; GRACHTCHOUK; ZHUANG et al., 2008). A importancia de MYC na
proliferagdo celular mostra o seu potencial para suportar a demanda aumentada de
células cancerosas para um maior crescimento celular (CARTER; SUTTON; PAJIC;
MURRAY et al., 2016). Os tumores que apresentam desregulacdo de MYC,
apresentam aumento do transporte de glutamina e do metabolismo do glutamato
(CARTER; SUTTON; PAJIC; MURRAY et al., 2016). Isso sugere que o metabolismo
da glutamina é essencial neste contexto e € um regulador das principais atividades
biosintéticas que s&o reguladas por MYC em um mecanismo de ciclo de feedback
negativo (KORSHUNOV; REMKE; KOOL; HIELSCHER et al., 2012; REN; YUE; XIAO;
XIU et al., 2015). Em carcinoma espinocelular a expressao de MYC estava aumentada
entre 56,3 e 91% dos casos (KRECICKI; FRACZEK; JELEN; ZATONSKI et al., 2004).
Embora esteja bem estabelecido que MYC é altamente expresso no cancer, ainda
faltam estudos sobre a modulagéo deste fator de transcricdo nas diferentes linhagens
de células de carcinoma espinocelular. A expressdao anormal de MYCN esta
correlacionada com cénceres de alto risco e mau prognostico (SCHWAB; ALITALO;
KLEMPNAUER; VARMUS et al., 1983). Além disso, o aumento da expressdo de
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MYCN é um dos eventos genéticos mais comumente encontrados em cancer de
préstata neuroenddcrino clinico (AKAMATSU; INOUE; OGAWA; GLEAVE, 2018).

CHGA

O gene da cromogranina-A humana (CHGA) é um membro das graninas, uma
familia de proteinas acidas encontradas em abundancia em células neuroenddcrinas
e em alguns tumores (GUO; WANG; XIANG; WANG et al., 2019). CHGA regula as
funcdes celulares e € o precursor de varios peptideos bioativos, que estdo implicados
a fungdes biologicas diferentes e distintas (CHANAT; HUTTNER, 1991) que regulam
os sistemas endocrino, cardiovascular e imunolégico (D'AMICO; GHINASSI;
IZZICUPO; MANZOLI et al., 2014; LOH; CHENG; MAHATA; CORTI et al., 2012).
Alguns tumores podem sofrer diferenciagdo neuroenddcrina e apresentar expressao
focal de CHGA (CORTI, 2010). Nos estudos iniciais sobre a associagéo deste gene
com o desenvolvimento do carcinoma espinocelular, os autores observaram
diferenciagcdo neuroendocrina (REKHTMAN, 2010). No entanto, estudos analisaram a
expressao de CHGA em HNSCC e encontraram a expressdo em 41% dos espécimes
de carcinoma espinocelular de cabega e pescogo (SCHARTINGER; FALKEIS;
LAIMER; SPRINZL et al., 2012), correlacionando a diferenciagdo neuroendocrina com
desfechos insatisfatorios (NISMAN; HECHING; BIRAN; BARAK et al., 2006). A
expressdo de CHGA foi relacionado a estagios mais avangados da doenga em
amostras de pacientes portadores de carcinoma pulmonar de células ndo pequenas
(SUNDARESAN; REEVE; STENNING; STEWART et al., 1991). De modo contrario, a
expressao deste gene foi a associada a maior sobrevida na presencga de diferenciagéo
neuroenddcrina (SCHLEUSENER; TAZELAAR; JUNG; CHA et al.,, 1996). Varios
estudos sugeriram que a alta expressdo de CHGA esta relacionada a pior sobrevida
em cancer de prostata metastatico resistente a castragcdo (CONTEDUCA; BURGIO;
MENNA; CARRETTA et al., 2014; DE NUNZIO; ALBISINNI; PRESICCE; LOMBARDO
et al., 2014). Foi comprovado que a expressdao do CHGA esta associada ao
progndstico no cancer colorretal (DOST GUNAY; KIRMIZI; ENSARI; iCLI et al., 2019;
KLEIST; POETSCH, 2015). Ademais, estudos evidenciaram que em tumores
primarios metastaticos ha menor expressao deste gene do que tumores primarios sem
metastase (WEISBROD; ZHANG; JAIN; BARAK et al., 2013).
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Sox2

SOX2 é um fator de transcricdo, membro da familia dos genes SOX (SRY-
related high mobility group box) expresso em uma grande variedade de células-tronco
(SARKAR; HOCHEDLINGER, 2013). SOX2 esta envolvido na manutencdo e/ou
proliferagdo de células tronco embrionarias e neurais, sendo estas altamente
dependente dos niveis da expressdo de SOX2 (LIU; LIN; ZHAO; YANG et al., 2013).
Além disso, ele atua em diversos processos importantes para o desenvolvimento do
cancer, regulando diversas vias como a proliferagdo celular e evasdo de sinais
apoptéticos, migragao, invasado e metastase, manutencdo da tumorigenicidade e da
pluripoténcia (LIU; LIN; ZHAO; YANG et al., 2013; WEINA; UTIKAL, 2014). Altos niveis
de sua expressao correlacionam com maior grau tumoral de cancer de mama, cervical
e carcinoma pancreatico (CHEN; SHI; ZHANG; LI et al., 2008; JI; ZHENG, 2010).
Estudos mostraram que em cancer de mama, SOX2, junto com [-catenina, € capaz
de promover a proliferagdo celular e tumorigénese por intermédio da regulagao de
ciclina D1, facilitando a transi¢cdo de G1/S do ciclo celular (CHEN; SHI; ZHANG,; LI et
al., 2008). Nos casos de cancer colorretal e cancer de prostata, estudos mostraram
que tumores que expressam SOX2 se correlacionam com o0 aumento de metastases
distantes e linfaticas (JIA; LI; XU; ZHANG et al., 2011; NEUMANN; BAHR; HORST;
KRIEGL et al., 2011). No carcinoma de células escamosas, as amplificagées do gene
SOX2 ativam a migracéo celular (HUSSENET; DALI; EXINGER; MONGA et al., 2010).
De forma semelhante, em carcinomas de células escamosas de es6fago, os tumores
nos quais mais de 50% das células expressam SOX2 foram correlacionados com
aumento da invasao linfatica e vascular (SAIGUSA; MOHRI; OHI; TOIYAMA et al.,
2011). Contrariamente, estudos mostraram que o céncer gastrico parece ser a
excecdo na funcdo de SOX2, atuando como supressor tumoral, quando foram
observados menores niveis de expressdo em amostras de cancer comparado a
mucosa normal (LI; EISHI; BAI; SAKAI et al., 2004; LONG; HORNICK, 2009). Ainda,
crescimento celular, além de redugdo dos niveis de migragdo e invasdo dessas
células, através do aumento de p21 (CHEN; HUANG; ZHU; CHEN et al., 2016).
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EZH2

Acredita-se que o gene EZH2 funcione predominantemente como um repressor
transcricional que silencia uma série de genes-alvo, incluindo mais de 200
supressores de tumor (SIMON; LANGE, 2008). Estudos mostraram que EZH?2 atua na
angiogénese tumoral, apoptose, transicdo epitélio mesenquimal, migragao e invaséo
celular de uma variedade de canceres (LUO; JIANG; MA; CHANG et al., 2016; SUN;
ZHENG; GU; GUO, 2015; ZHOU; REN; KONG; CAI et al., 2015). O aumento da
expressado de EZH?2 foi descrita em uma ampla gama de tipos de cancer, como por
exemplo, cancer de préstata, mama, bexiga, estbmago, pulméo e ovario (CHASE;
CROSS, 2011; JIANG; WANG; ZHOU; GAO et al., 2016). No cancer de mama, a
expresséo elevada de EZHZ2 foi correlacionada a tumores pouco diferenciados e ao
comportamento agressivo do tumor (GUO; LI; ROHR; WANG et al., 2016;
RAAPHORST; MEIJER; FIERET; BLOKZIJL et al., 2003). Outros estudos apontaram
que a alta expressdo de EZHZ2 esta associada com a agressividade, metastase e
prognostico desfavoravel do cancer de préostata (BACHMANN; HALVORSEN;
COLLETT; STEFANSSON et al., 2006), caracteristicas observadas também no
cancer de bexiga, cancer endometrial e melanoma (BACHMANN; HALVORSEN;
COLLETT; STEFANSSON et al., 2006; BRACKEN; PASINI; CAPRA; PROSPERINI et
al., 2003). EZHZ2 apresenta um papel importante na transi¢cao epitélio mesenquimal,
invasdo tumoral e metastase em HNSCC mediado pelo eixo STAT3/VEGFR2 (ZHAO;
HU; XU; WU et al., 2019). Dados também demonstraram que a expressao elevada de
EZH2 estava associada a um mau prognostico em carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescogo (CAO; FENG; CUI; ZHANG et al., 2012). Contrariamente, em
alguns tipos de cancer a alta expressao de EZHZ2 se mostrou como fator de melhor
prognostico (CAO; RIBEIRO; LIU; SAINTIGNY et al., 2012). Mutagdes que inativam
EZH2 s&o encontradas em pacientes com malignidades mieldides incluindo sindrome
mielodisplasica e neoplasias mieloproliferativas, e tais mutagbes em EZH2 estéo
associadas a baixa sobrevida do paciente (ERNST; CHASE; SCORE; HIDALGO-
CURTIS et al., 2010; NIKOLOSKI; LANGEMEIJER; KUIPER; KNOPS et al., 2010).
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NANOG

NANOG ¢é um fator de transcricdo de células-tronco, que regula o
desenvolvimento humano e determina o destino, proliferagdo e morte celular (MATO
PRADO; FRAMPTON; STEBBING; KRELL, 2015). Ap6os o nascimento, este gene é
expresso em niveis muito baixos ou é silenciado, permanecendo nesse estado por
toda a vida. A alta expressao de NANOG induz proliferagdo, migragao e invasao das
células tumorais e além disto, auxilia na manutencdo da capacidade de
autorrenovagao de células tronco tumorais (JI; JIANG, 2013; SIU; WONG; KONG;
CHAN et al., 2013). Em tumores de células germinativas, NANOG € expresso em
tumores com caracteristicas indiferenciadas, como carcinoma in situ, carcinoma
embrionario e seminomas; enquanto que tumores mais diferenciados, teratomas e
tumores do saco vitelino esse gene esta pouco expresso ou ausente (ZAMBLE;
MIKATA; ENG; SANDMAN et al., 2002). A expresséao elevada de NANOG foi relatada
em varios tipos de cancer como por exemplo em carcinoma espinocelular oral, cancer
pulmonar, mama, glioma, sendo sua alta expressdo correlacionada com mau
progndstico (CHANG; PARK; CHOI; IN et al., 2017; GRUBELNIK; BOSTJANCIC;
PAVLIC; KOS et al., 2020; NAGATA; SHIMADA; SEKINE; MORIYAMA et al., 2017;
YANG; NIU; CHENG, 2013; ZHAO; LIU; CHEN; FANG et al., 2018). Além disso, &
importante ressaltar que os niveis de expressdo de NANOG sao frequentemente
correlacionados positivamente com a resisténcia ao tratamento e baixa sobrevida de
pacientes com cancer. Varios estudos demonstraram que a regulagdo positiva da
expressdo de NANOG aumenta a tumorigenicidade tanto in vivo quanto in vitro,
enquanto a repressao ou ablagdo de NANOG inibe a iniciagdo do tumor (GONG; LI;
JETER; FAN et al., 2015). Dados sobre a expressdo de NANOG em HNSCC sugerem
que a expressdo de NANOG é regulada positivamente no HNSCC, sendo associada
ao desenvolvimento, transformacédo e metastase de tumor e com metastases em
linfonodos (CURTARELLI; GONCALVES; DOS SANTOS; SAVI et al., 2018). Em
contraste, a regulacado negativa de NANOG induz a diferenciacéo de células tronco
embrionarias de camundongo e humano (DARR; MAYSHAR; BENVENISTY, 2006).




Introducdo 33

AURKA

AURKA (Aurora quinase A) é uma serina-treonina quinase que atua na
formacdo do fuso mitdtico e na segregacdo cromossOmica (NIKONOVA;
ASTSATUROV; SEREBRIISKII; DUNBRACK et al., 2013). AURKA apresenta
propriedades oncogénicas quando expressa de forma aberrante e desempenha
papel essencial na modulagdo do crescimento tumoral (ZHENG; YUE; LI; HE et al.,
2016). A expressdao de AURKA foi correlacionada ao mau prognostico em cancer
colorretal (GOOS; COUPE; DIOSDADO; DELIS-VAN DIEMEN et al., 2013). Em
carcinoma espinocelular oral, a alta expressdo de AURKA foi correlacionada com
prognosticos ruins. O silénciamento génico de AURKA reduziu significativamente a
proliferacdo, migracdo e invasdo de ceélulas OSCC. Além disso, a apoptose e a
producdo de ROS foram altamente induzidas pelo siléncio de AURKA (DAWEI;
HONGGANG,; QIAN, 2018).

EPCAM

O gene EPCAM possui sua expressao aumentada em varias neoplasias de
origem epitelial incluindo carcinomas colorretais, de mama, cabega e pescogo e
hepaticos (GASTL; SPIZZO; OBRIST; DUNSER et al., 2000; SPIZZO; FONG; WURM,;
ENSINGER et al.,, 2011). Estudos correlacionaram o aumento da expressdo de
EPCAM com um fendtipo mais agressivo de céncer de lingua (YANAMOTO;
KAWASAKI; YOSHITOMI; IWAMOTO et al., 2007). Contudo, nenhuma correlagao
Obvia de aumento de expressdo de EPCAM com sobrevivéncia foi observada em
cancer de colon, préstata ou pulmao (WENT; VASEI; BUBENDORF; TERRACCIANO
et al., 2006). A molécula de adesao de células epiteliais (EPCAM, do inglés Epithelial
cell adhesion molecule) é um biomarcador promissor para o carcinoma de células
escamosas (WENT; LUGLI; MEIER; BUNDI et al., 2004). E uma glicoproteina da
superficie celular envolvida na adesao intercelular, que consiste em dois dominios
extracelulares semelhantes ao fator de crescimento epitelial, uma regido pobre em
cisteina, um dominio transmembrana, e uma cauda citoplasmatica curta (WINTER;
NAGTEGAAL; VAN KRIEKEN; LITVINOV, 2003).
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SYP

Synaptophysin € uma proteina de membrana integral e um marcador
neuroenddcrino (NE) (WIEDENMANN; FRANKE; KUHN; MOLL et al., 1986) envolvido
na formagao de vesiculas sinapticas (WIEDENMANN; FRANKE, 1985) e a familia do
gene SYP esta envolvida na diferenciagdo neuronal e neuroenddcrina (LEUBE, 1994).
Os efeitos do SYP e os mecanismos das alteragbes gendmicas ou genéticas do SYP
no adenoma produtor de cortisol ainda precisam ser validados. O baixo nivel de mMRNA
de sinaptofisina em diferentes linhagens de células foi inesperado, pois foram
negativos para varios marcadores NE. No entanto, esse baixo nivel de expressao
pode indicar uma certa propensao para a especializacao NE dentro da capacidade de
diferenciagdo pluripotencial dessas células. Essa diversidade esta bem dentro do
espectro de diferenciacdo de muitas células-tronco e tumores, principalmente aqueles
de origem epitelial (LEUBE, 1994). Estudos relataram que a SYP €& ubiquamente
expressa em tumores adrenocorticais e sua expressdo em adenomas adrenocorticais
pode estar associada a fungdes como transporte ou secrecdo de glicocorticoides
(SHIGEMATSU; NISHIDA; SAKAI; IGAWA et al., 2009).

1.3. Microambiente tumoral

O microambiente tumoral desempenha um papel relevante no desenvolvimento
e progresséo do cancer, e tem ganhado crescente interesse no campo de pesquisa
do cancer nas ultimas décadas. Os tumores se desenvolvem em microambientes
complexos e dinamicos que influenciam seu crescimento, invasédo e metastase. Estas
interagdes entre as células malignas e n&o transformadas criam o microambiente
tumoral (TME) que pode fornecer as condi¢gbes necessarias para o desenvolvimento
tumoral, devido a liberacdo de varios fatores que facilitam a indugao da inflamacéao e
da angiogénese (CAO; ZHONG; SUN, 2009). A progresséo tumoral ¢ influenciada por
dois fatores principais, a saber, alteragbes genéticas/epigenéticas nas células
tumorais e o comportamento dos componentes do microambiente tumoral por meio
de crosstalk mutuo e dinamico (JAHANBAN-ESFAHLAN; SEIDI; MONHEMI; ADLI et
al., 2017). O microambiente tumoral pode variar em tamanho e composi¢ao, de tumor
para tumor, e sua presencga € considerada uma evidéncia de que o hospedeiro ndo
ignora o tumor em desenvolvimento, mas tenta interferir na progressédo do tumor, em

um processo conhecido como vigilancia imunoldgica. Neste microambiente sao
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ativados varios mecanismos que contribuem para a evasao da vigilancia imunologica,
o que facilita o surgimento de um ambiente ideal para o desenvolvimento tumoral
(CANNING; GUO; YU; MYINT et al.,, 2019; CURRY; SPRANDIO; COGNETTI;
LUGINBUHL et al, 2014). A percepgao de que o tumor compreende um
microambiente complexo, no qual interagem células geneticamente alteradas e n&o
alteradas, substancias produzidas localmente ou provenientes da irrigagéo
sanguinea, tem se mostrado muito importante para a compreensao de como ocorre 0
desenvolvimento tumoral (CRISTINA; HERRERA-GOMEZ; SZTURZ; ESPELI et al.,
2019; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010) .

O microambiente tumoral € composto por células e estruturas nao celulares.
Como parte do componente celular temos as células endoteliais, adipdcitos, células
neuroendocrinas, células sanguineas e linfaticas, fibroblastos associados ao cancer
(CAFs), células imunes como linfocitos T e B, células natural Killer (NK), células
dendriticas (DC), células mieloides supressoras (MDSC), T reguladoras (Treg)
caracterizada por TCD4* CD25" FOXP3*, além de macréfagos (CRISTINA;
HERRERA-GOMEZ; SZTURZ; ESPELI et al, 2019). O componente acelular é
composto por proteinas da matriz extracelular como colageno, fibronectina, elastina,
laminina e tenascina. Além disso, ainda se detecta nesse microambiente tumoral
fatores quimicos e fisicos como pH, tensdo de oxigénio, pressao intersticial e o fluxo
do fluido. Esses fatores estdo intimamente ligados e relacionados a cada etapa da
progresséo, metastase e metabolismo dos tumores. O carcinoma espinocelular leva
ao desenvolvimento de um microambiente tumoral imunossupressor que influencia a
resposta imune (HANNA; LIU; JONES; BACAY et al., 2017; KECK; ZUO; KHATTRI;
STRICKER et al., 2015). A imunoevasao da resposta imune € alcangada através da
diminuicdo da expresséo do sistema antigeno leucocitario humano HLA, que causa
prejuizo no reconhecimento de células tumorais pelas células T (MEISSNER;
REICHERT; KUNKEL; GOODING et al., 2005). Além disso, é notavel a intrinseca
relagdo entre células imunes e o endotélio, que interagem através de moléculas de
adesdo presentes nas células endoteliais para poder alcancar o tecido tumoral e
exercer suas func¢des antitumorais (ALBINI; BRUNO; NOONAN; MORTARA, 2018). O
sistema imune inato é responsavel por eliminar as células alteradas, por
reconhecimento direto ou por auto ativacdo que culmina no desencadeamento da
resposta imune adaptativa (PRADEU; JAEGER; VIVIER, 2013; VIVIER; ARTIS;
COLONNA; DIEFENBACH et al., 2018). Inicialmente, as células imunes inatas
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detectam tumores por meio do reconhecimento de antigenos derivados de tumor
(TDAs, do inglés, tumor derived antigens) que incluem DNA derivado de tumor e
conduzem a producao de IFN tipo | (Interferon tipo I) através da via do gene do
estimulador de interferon (STING)(MARCUS; MAO; LENSINK-VASAN; WANG et al.,
2018), RNA derivado de tumor , detectado pelo receptor toll-like 7 (TLR7) e TLR8 e
microRNAs (miRNAs) que sdo secretados em vesiculas extracelulares e podem
modular o TME (RIOS-DORIA; DURHAM; WETZEL; ROTHSTEIN et al., 2015). O
crosstalk entre diferentes células imunes inatas e células tumorais resulta em
diferentes resultados que fornecem novos alvos e oportunidades para possivelmente
modular o TME.

Um subtipo de células imunes que fazem parte desse microambiente sdo as
células supressoras mieldides, que compreendem uma populagdo heterogénea de
células imunes inibitérias imaturas (YOUN; NAGARAJ; COLLAZO; GABRILOVICH,
2008). Estas células desempenham papel crucial na regulagdo da resposta imune em
patologias como o cancer, inibindo células do sistema imune. As células mieldides
supressoras imaturas CD34* foram detectadas no sangue periférico de pacientes com
neoplasias de cabega e pescogo (GARRITY; PANDIT; WRIGHT; BENEFIELD et al.,
1997; YOUNG; WRIGHT; LOZANO; PRECHEL et al., 1997) e estao relacionadas com
estagios avancados do carcinoma espinocelular e outros tipos de neoplasias
(FILIPAZZI; HUBER; RIVOLTINI, 2012; VASQUEZ-DUNDDEL; PAN; ZENG;
GORBOUNOV et al., 2013). As células mieldides supressora expressam uma
diversidade de moléculas de superficie o que torna sua identificacdo um desafio para
pesquisadores (CD11b, CD33, CD14, CD15 e CD16). Além da funcéo
imunossupressora, dados da literatura indicam que as células mieldides supressoras
podem promover a angiogénese, através da producgao de fatores de crescimento proé-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA do inglés
Vascular endotelial growth fator A), fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2 do
inglés Fibroblast growth fator 2), ligante CXC-quimiocina 8 (CXCL8), WNT7B (do
inglés Wnt family member 7B) e molécula BV8, também conhecida como
procineticina-2. Também secretam varias citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina-1p3 (IL-1pB), IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF, do inglés Tumor Necrosis
Factor), além de muitas proteases, incluindo metaloproteinases (MMP do inglés matrix
metalloproteinases) e catepsinas, que também tém fungdes pro-angiogénicas (DE
PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017). A atividade imunossupressora € mediada
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através da producéo de arginase -1 e 6xido nitrico sintase (NOS), levando a supresséo
de células T, através da expansao de células Treg no microambiente tumoral que
suprimem respostas de células TCD8* através da liberagao de citocinas com IL-10 e
fator de crescimento tumoral beta (TGF-B do inglés Tumor Growth Fator Beta),
(MAGGIONI; PIGNATARO; GARAVELLO, 2017; YU; YANG; ZHANG; GUO et al.,
2018). Existe uma correlagdo entre um microambiente tumoral hipdxico e o aumento
da expressao PD-L1 (Programmed cell death 1 ligand 1) em células mieldides
supressoras, através da expressdo do fator indutor de hipdxia 1-alfa (HIF-1alfa, do
inglés Hipoxia-inducible fator-1-alfa) (NOMAN; DESANTIS; JANJI; HASMIM et al.,
2014). CD38 € um membro da familia da ribosil ciclase e é expresso na superficie de
diversas células do sistema imunoldgico, incluindo células B, células T, células NK e
células mieldides (CHEN; DIAO; YANG; Yl et al., 2018). A expressao desta molécula
€ uma caracteristica comum a varios tipos de células imunossupressoras. A
expressao da molécula CD38 em células mieldide supressoras faz com que ocorra
um aumento de células mieldides monociticas, promovendo o crescimento tumoral
(CHEN; DIAO; YANG,; Yl et al., 2018; KARAKASHEVA; DOMINGUEZ; HASHIMOTO;
LIN et al., 2018). No modelo experimental, o tratamento de camundongos com anti-
CD38 leva a uma redugdo no desenvolvimento de tumores (MORANDI,
HORENSTEIN; COSTA; GIULIANI et al., 2018).

Neutrofilos sdo reconhecidos como pecas fundamentais durante a inflamacéo.
Sao as primeiras células imunes a serem recrutadas para o tecido danificado, onde
modulam a inflamagdo por mecanismos como fagocitose, secregdo de proteinas
antimicrobianas, liberagcdo de armadilhas extracelulares de neutrdéfilos (NETs do inglés
Neutrophil Extracelular Traps) e exocitose de granulos contendo protease, além de
atuarem na eliminagdo dos patdégenos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Os
neutrofilos associados ao tumor (TANs do inglés Tumor-Associated Neutrophils),
foram associados a um progndstico adverso em diferentes neoplasias (DONSKOV,
2013; KEIZMAN; ISH-SHALOM; HUANG; EISENBERGER et al., 2012). Existem dois
fenotipos de neutrofilos associados aos tumores, e estes sdo chamados neutrofilos
"N1" e "N2", semelhante ao fendtipo M1 e M2 de macréfagos, para descrever
populacgdes pro e antitumorais, respectivamente (FRIDLENDER; SUN; KIM; KAPOOR
et al., 2009). O recrutamento de TANs para o microambiente tumoral € mediado
principalmente por ligantes do receptor CXCR2, como CXCL1, CXCL2 e CXCL5
(KATOH; WANG; DAIKOKU; SUN et al.,, 2013), que sao secretados por células




38 Introducdio

neoplasicas e do estroma. Em modelos experimentais, os neutrofilos que expressam
o receptor do fator de crescimento de hepatocitos (c-MET, do inglés MNNG HOS
transforming gene) desempenham papéis antitumorais e anti-metastaticos
importantes. A expressao de c-MET é induzida pelo TNF e é provavel que as células
NK e T efetoras sejam a fonte de TNF no microambiente tumoral (GONZALEZ,
HAGERLING; WERB, 2018). Acredita-se que os TANs contribuem para a inflamacgao
durante a progressao tumoral atraveés, por exemplo, da elastase neutrofilica que atua
como uma enzima elastolitica potente, promovendo a invasao de células tumorais,
angiogénese e proliferagdo de ceélulas cancerosas (GONG; CUMPIAN; CAETANO;
OCHOA et al., 2013; HOUGHTON; RZYMKIEWICZ; JI; GREGORY et al., 2010). No
cancer gastrico, os TANs induzem a imunossupresséo direta em células T pela
expressao de PD-L1 induzida por fator estimulador de colénia de macrofagos (M-CSF,
do inglés Macrophage Colony Stimulating Factor) derivados de tumor (WANG; ZHAO;
PENG; CHEN et al., 2017). Estudos mostraram que a maioria dos TANs em lesdes
pré-cancerosas e carcinoma espinocelular cutaneo exibem fungdes pré-tumorais
contrarias aos neutroéfilos isolados da pele. Definiram caracteristicas-chave de TANs
pro-tumorais em carcinoma espinocelular cutdaneo que destacam a relevancia
funcional de direcionar neutréfilos neste cancer (KHOU; POPA; LUCI; BIHL et al.,
2020). Além disso, outros autores relataram que no carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco, os neutréfilos apresentam apoptose reduzida, devido a secreg¢ao
do fator inibidor da migragéo de macréfagos (MIF, do inglés migration inhibitory factor)
pelas células tumorais (TRELLAKIS; FARJAH; BRUDEREK; DUMITRU et al., 2011).
Adicionalmente, a presenca de NETs no TME tem sido associada a progressao do
cancer (TOHME; YAZDANI; AL-KHAFAJI; CHIDI et al., 2016). As NETs sao redes
extracelulares liberadas por neutrofilos, compostas de cromatina, proteases (como
elastase, catepsina G e MMP9) e proteinas intracelulares que imobilizam patégenos
para facilitar sua eliminagdo (PAPAYANNOPOULOQS, 2018).

As células natural killer (NK) exibem atividade citolitica potente em resposta a
células infectadas ou transformadas, (CERWENKA; LANIER, 2016). As células NK
sdo recrutadas em grandes tumores solidos pela IL-15 produzida por células tumorais
e causam a morte dos tumores estabelecidos (LIU; ENGELS; ARINA; SCHREIBER et
al., 2012). Células NK expressam uma ampla gama de receptores inibitérios e
estimuladores em sua superficie celular, usados para vigilancia imunolégica. Apos sua

ativagao, as células NK causam a morte das células tumorais através da liberacéo de
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perforina e granzima ((VOSKOBOINIK; SMYTH; TRAPANI, 2006). Células NK
expressam receptores naturais de citotoxicidade como o NKp46 e o receptor inibitorio
Ly49 em camundongos (KARLHOFER; RIBAUDO; YOKOYAMA, 1992). Esses
receptores evitam o crescimento metastatico em modelos de melanoma, pulmé&o,
fibrossarcoma, além de serem marcadores para prognosticos favoraveis em HNSCC
(ANDREWS; SULLIVAN; BASCHUK; CHAN et al., 2012; GLASNER; GHADIALLY;
GUR; STANIETSKY et al., 2012). Esses receptores inibitorios tém como alvo células
tumorais sem moléculas do complexo principal de histocompatibilidade | (MHC, do
inglés Major Histocompatibility Complex), marcando-as para morte celular (MARCUS,;
GOWEN; THOMPSON; IANNELLO et al., 2014). As células NK tém um efeito
antitumoral bem definido, uma vez que presencga de infiltragdo de células NK em
diferentes tipos de tumores e correlaciona-se com um bom prognostico (IANNELLO;
THOMPSON; ARDOLINO; MARCUS et al., 2016). No carcinoma espinocelular de
es6fago demonstrou-se a infiltragdo intratumoral de células NK, e que esta estaria
associada a um desfecho favoravel e poderia ser empregada como uma variavel com
valor prognostico (HSIA; CHEN; CHEN; HSU et al., 2005). As células NK possuem
funcbes de grande importédncia no controle da progressdo do cancer, mas ainda é
necessario esforgcos na definicdo de novos sinalizadores da imunidade inata e
adaptativa que resulta na morte das células tumorais pelas células NK.

Um outro membro do compartimento mieldide sdo os mastdcitos que se
originam de ceélulas progenitoras pluripotentes da medula déssea, alcangando sua
maturacgéo nos tecidos periféricos (GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011). A ativacéo
destas células ocorre pela ligagdo cruzada do receptor IgE expresso em sua
superficie, liberando grénulos inflamatorios no espago extracelular, dentre eles a
histamina, leucotrieno e GM-CSF (PRUSSIN; METCALFE, 2003). Mastocitos podem
se associar ao tumor por degranular seu conteudo em areas inflamadas de tumores
(DVORAK, 2005). Mastdcitos associados ao tumor podem desempenhar papéis pré e
antitumorigénicos no desenvolvimento do cancer. Para a promogao tumoral, induzem
angiogénese, atraveés da producao de fatores endoteliais vasculares (VEGF do inglés
vascular endotelial growth fator) e fatores de crescimento dos fibroblastos (NORRBY;
JAKOBSSON; SORBO, 1989). Além disso, mastécitos degradam a membrana
extracelular, resultando na invas&do e migracao de células tumorais (BARAM; VADAY;
SALAMON; DRUCKER et al., 2001). Os efeitos antitumorigénicos dos mastocitos,
mostraram em alguns tipos de tumores a rejeicdo mediando a apoptose de células
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tumorais através da secregdo de IL-4 e TNF (LATTI; LESKINEN; SHIOTA; WANG et
al., 2003).

Ainda sobre os granulécitos, o papel dessas células no cancer ndo € bem
compreendido. Basdfilos e eosinodfilos se diferenciam e amadurecem na medula éssea
e participam de doengas alérgicas, autoimunes, infecgdo de parasitas e, também na
diferenciagao de células Th2 (KARASUYAMA; MUKAI; OBATA; TSUJIMURA et al.,
2011; VOEHRINGER, 2009). Através da secrecdo de CCL3 e CCL4 basofilos
recrutam linfécitos TCD8" para o microambiente tumoral e ativam essas células
através do MHCI e molécula coestimuladora CD86 (SEKTIOGLU; CARRETERO;
BULBUC; BALD et al., 2017) KARASUYAMA; MUKAI; OBATA; TSUJIMURA et al.,
2011). As células T reguladoras modulam a ativagao de basofilos por meio de IL-3 e
STATS5, mas o estado de ativacdo dos baséfilos no microambiente tumoral ainda é
desconhecido (SHARMA; DAS; STEPHEN-VICTOR; GALEOTTI et al., 2018). Além
disso, os baséfilos através da liberacdo de VEGF-A podem influenciar o crescimento
tumoral (VARRICCHI; LOFFREDO; GALDIERO; MARONE et al., 2018). No cancer de
ovario por exemplo, em pacientes que apresentam ascite, foi observado um numero
aumentado de basofilos (KHAN; EMMONS; WONG; ALQASSIM et al., 2020). Apesar
da escassez de dados da participacdo dos basofilos no cancer, verificou-se que em
pacientes com cancer de pulmao, a quantidade de basdfilos no microambiente tumoral
foi menor quando comparada com outras células imunes (STANKOVIC;
BJORHOVDE; SKARSHAUG; AAMODT et al., 2018). A presenga de basofilos nos
linfonodos de drenagem de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico foi
associado com um progndstico ruim, assim como o baixo numero dessas células no
sangue de pacientes com céancer colorretal (AFFERNI; BUCCIONE; ANDREONE;
GALDIERO et al., 2018). Além disso, a basopenia parece estar associada a um pior
prognostico de céancer colorretal (WEI; ZHANG; WANG; ZHOU et al., 2018). Em
contraste, em carcinoma de células escamosas oral a presengca de basodfilos no
sangue periférico nao tém papel preditivo (GRIMM; RIETH; HOEFERT; KRIMMEL et
al., 2016). No caso de eosindfilos, estas células podem promover a progresséo
tumoral, suprimindo células imunes. Por exemplo, a regulagéo positiva da expresséo
PD-L1 de uma forma dependente de IFN-y leva a supressédo de respostas Th1
(ARNOLD; ARTOLA-BORAN; TALLON DE LARA; KYBURZ et al., 2018). Além disso,
eosinodfilos podem impedir a producao de anticorpos por células B, pela liberagao de
proteinas catidnicas, inibir a proliferacdo de células T e induzir a degranulagcéo de
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mastécitos (YOUNG; PETERSON; VENGE; COHN, 1986). Dependendo do tipo de
cancer, a eosinofilia pode estar relacionada com um prognéstico ruim ou n&o (SIMON;
UTIKAL; UMANSKY, 2019). Estudos relataram que a presenga de uma intensa
eosinofilia em amostras de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, e que a
presenga destas células indica prognostico favoravel (GOLDSMITH; BELCHIS;
CRESSON; MERRITT et al., 1992).

As células dendriticas sao pecas-chaves, responsaveis pelo inicio e
manuten¢cdo das respostas imunes adaptativas (WCULEK; CUETO; MUJAL;
MELERO et al., 2020). Estas células apresentadoras de antigenos ao reconhecerem
os antigenos pelos receptores de reconhecimento de padrdes moleculares associados
ao dano e a patégenos, incluindo receptores Toll-like, migram para 6rgaos linfoides
para apresentar antigenos para células T antigeno-especificas (ROBERTS; BROZ;
BINNEWIES; HEADLEY et al., 2016). Quando ativadas, essas APCs regulam
positivamente a expressdo de moléculas co-estimuladoras e produzem citocinas que
conduzem o priming das células T (STEINMAN, 2012). Para a eficacia da resposta
antitumoral, & essencial que a apresentacdo do antigeno seja bem-sucedida
(WCULEK; CUETO; MUJAL; MELERO et al., 2020). Células tumorais induzem
alteracdes nas fungdes de apresentagdo de antigenos pelas células dendriticas e,
com isso, escapam do reconhecimento pelo sistema imunoldgico, bem como
interfferem no  processamento do antigeno e na maquinaria de
apresentacdo(BANDOLA-SIMON; ROCHE, 2019).

As células da resposta imune adaptativa se referem aos linfécitos T e B que
contribuem cooperativamente para a eliminagdo do tumor (ANGELL; GALON, 2013).
Os linfécitos TCD4* e TCD8" exercem papéis significantes no carcinoma
espinocelular, dependendo da sua localizagdo, e podem interferir no microambiente
tumoral (ADAMS; GRAY; DEMARIA; GOLDSTEIN et al., 2014). Os linfécitos TCD8*
naive quando ativados por células dendriticas maduras carregadas com antigenos
tumorais, diferenciam em linfécitos T citotoxicos (CTLs). Os CTLs tém como alvo as
células tumorais por meio da interacao do receptor de células T com MHC de classe |
e matam as células tumorais por meio da indu¢ao de apoptose, podendo ser iniciada
pelo receptor de morte, o ligante Fas (FasL do inglés Fas ligand) e o ligante indutor
de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL do inglés TNF-related apoptosis-inducing
ligand) ou pela secrecdo de perforina e granzima (MARTINEZ-LOSTAO; ANEL;
PARDO, 2015). Moléculas de sinalizagdo, como quimiocinas, influenciam a infiltragéao
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dos linfécitos TCD8* para o microambiente tumoral como, por exemplo, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL20, CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CXCL16 (MAIMELA; LIU; ZHANG, 2019).
Estudos sugerem que a presenga de linfécitos TCD8* na regidao peri-tumoral esta
relacionada com melhores parédmetros clinicos dos pacientes com HNSCC (CHO;
YOON; LEE; HONG et al., 2011). Além disso, outros estudos relatam que a presenca
de linfécitos TCD8* no infiltrado inflamatério de HNSCC estaria associado a um melhor
prognostico e sobrevida de pacientes (BALERMPAS; MICHEL; WAGENBLAST;
SEITZ etal., 2014; DISTEL; FICKENSCHER; DIETEL; HUNG et al., 2009). A presenca
de linfécitos TCD8* disfuncionais também séo bastante comuns no microambiente
tumoral. Linfécitos T CD8+ exaustos apresentam diminui¢do da produgao de citocinas
e fungdes citotoxicas, assim como uma regulagcdo positiva de varios immune
checkpoints como, por exemplo, PD-1, LAG-3, TIM-3, CTLA-4 e 2B4 (LI; VAN DER
LEUN; YOFE; LUBLING et al., 2020; PERRI; IONNA; LONGO; DELLA VITTORIA
SCARPATI et al., 2020).

Os linfécitos TCD4* podem ser agrupados em diferentes subconjuntos
funcionais com base na fungdo e nos padrbes de secregédo de citocinas (KEENE;
FORMAN, 1982). Originalmente, as células TCD4 foram simplesmente classificadas
como ceélulas Th1 (do inglés T helper 1) que produzem altos niveis de IFN-y e TNF
apos a estimulagdo com o antigeno. Estas células também sao responsaveis pela
regulagdo retardada tipo reacdes de hipersensibilidade e imunidade mediada por
células a patdégenos intracelulares e células tumorais. A via de desenvolvimento do
linfocito Th1 é conduzida pela ativagédo de IL-12 e STAT4 (do inglés Signal transducer
and activator of transcription 4) e do fator de transcrigdo T-bet durante a ativagéo
imune de células T naive (GLIMCHER; MURPHY, 2000). Alternativamente, as células
Th2 sao caracterizados pela producéo de IL-4, IL-5 e IL-13 e s&o responsaveis pela
coordenacdo da imunidade humoral (BAO; REINHARDT, 2015). IL-4 é a citocina
responsavel pela diferenciagcao de células Th2 através do fator de transcricdo STAT6
e o fator de transcricdio GATA-3 (MOWEN; GLIMCHER, 2004). As vias de
desenvolvimento de Th1 e Th2 s&o controladas por um delicado equilibrio de loops de
feedback positivo, pois o IFN-y aumenta o desenvolvimento de Th1 e a IL-4 suporta a
diferenciacao de células Th2. As células T CD4" podem modular o microambiente
tumoral, seja diretamente por mecanismos citoliticos ou indiretamente pela produgéo
de citocinas e quimiocinas (KENNEDY; CELIS, 2008; MELSSEN; SLINGLUFF, 2017).

Um microambiente antitumoral caracterizado pela abundéncia de células Th1 e
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citocinas, frequentemente, indica um grau de contengdo do tumor pelo sistema
imunologico e pode até mesmo levar a erradicagao tumoral (TAUBE; GALON; SHOLL,;
RODIG et al., 2018). As células Th sdo cruciais para o desenvolvimento de uma
resposta imune (SURMAN; DUDLEY; OVERWIJK; RESTIFO, 2000) e participam da
ativagdo de células efetoras especificas do antigeno e recrutamento de células do
sistema imune inato (OSSENDORP; TOES; OFFRINGA; VAN DER BURG et al.,
2000). Contudo, as neoplasias desenvolveram mecanismos que tornam o
microambiente tumoral imunossupressivos, e com isso, driblam a imunovigilancia
(KANDALAFT; POWELL; SINGH; COUKOS, 2011).

O eixo Th1/Th2 é conhecido por ser critico na manutencao das fungdes
imunoldgicas de varias malignidades (OGAWARA; HANDA; YAMAZAKI; TODA et al.,
2005; SHARMA; KHAN; JOSHI; KUMAR et al., 2010). Diferentes achados da literatura
mostram que a polarizacéo para o perfil Th1 esta associada com resolugéo do cancer,
através da expressao de citocinas envolvidas na resposta pro-inflamatéria e também
por mecanismos que incluem efeitos citotdéxicos diretos contra células tumorais via
producdo de TNF-a (FRANSEN; VAN DER HEYDEN; RUYSSCHAERT; FIERS,
1986). Por outro lado, a polarizagao para o perfil Th2 esta associada com a expressao
de citocinas que favorecem a sobrevivéncia das células tumorais (GHOSH;
KOMSCHLIES; CIPPITELLI; LONGO et al., 1995; HU; URBA; FOX, 1998). Achados
mostraram que pacientes com HNSCC apresentavam niveis aumentados das
citocinas com perfil Th2 (IL4, IL6 e IL10) em comparagdo com controles saudaveis
(LATHERS; ACHILLE; YOUNG, 2003).

As células Th17, secretam IL-17A pré-inflamatodria e exibem fungdes duplas no
microambiente tumoral, uma vez que induzem angiogénese e dificultam as respostas
antitumorais ao liberar adenosina imunossupressora (BAILEY; NELSON; HIMES; LI
et al., 2014). O excesso de células Th17 no tumor esta associado a mal prognostico.
Estudos sugerem que a citocina IL-17 tem o potencial de mediar a imunidade pro-
tumoral em carcinoma espinocelular de cabega e pescoco (LEE; TUNG-CHIEH
CHANG,; LIAO; CHEN et al., 2018). Células que expressam IL-17, incluindo células
Th17 e Tc17, no sangue periférico podem ser um preditor de progndstico ruim para
pacientes com esse tipo de neoplasia (LEE; TUNG-CHIEH CHANG; LIAO; CHEN et
al., 2018). No entanto, em tumores de ovario, |IL-17 correlaciona-se com taxas de
sobrevivéncia melhor (BAILEY; NELSON; HIMES; LI et al., 2014). A populagao de
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linfécitos Th9 apresenta papel controverso no desenvolvimento tumoral (MICOSSE;
VON MEYENN; STECK; KIPFER et al., 2019). Estudos mostraram que células Th9
aumentaram significativamente o trafego de células TCD8" para o microambiente
tumoral in vivo. Células Th9 ativadas secretam IL-9 que desempenha um papel
importante em diferentes processos de inflamacao além de ter um papel pro-tumoral
e antitumoral (LEE; ZHU; BAI; BRADY et al., 2020). Em amostras de pacientes com
HNSCC, analises dos niveis séricos de IL-9 demonstraram que nao houve diferengas
estatisticas significativas entre os grupos selecionados (BUSSU; GRAZIANI;
GALLUS; CITTADINI et al., 2018). Ademais, as células Th9 induzem apoptose das
células tumorais e inibem o crescimento do carcinoma espinocelular em camundongos
(MIAO; ZHANG; SUN; YU et al., 2017).

Em relagcdo ao papel das células T reguladoras (Treg), dados da literatura
indicam que estas células inibem as respostas antitumorais (SAKAGUCHI;
YAMAGUCHI; NOMURA; ONO, 2008), e estdo associadas a uma baixa taxa de
sobrevivéncia em diferentes tipos de tumores (KOBAYASHI; HIRAOKA; YAMAGAMI,
OJIMA et al., 2007). As células Tregs migram para o microambiente tumoral através
de moléculas de sinalizagdo, como quimiocinas e seu receptor (por exemplo, CCL1-
CCRS8, CCL5-CCR5, CCL22-CCR4, CCL28-CCR10 e CXCL12-CXCR4) (TOGASHI;
SHITARA; NISHIKAWA, 2019). As células Tregs promovem o crescimento do tumor
e metastases por liberam citocinas imunossupressoras, incluindo TGF-3, IL-10 e IL-
35, que estdo envolvidas em muitas das fungdes supressoras (FACCIABENE; MOTZ;
COUKOS, 2012) a exemplo da inibicdo da maturagao das células dendriticas por
TGF-B e IL-10 (JANG; HAJDU; LIOT; MILLER et al., 2017). Além disso, as Tregs
debilitam a capacidade das células dendriticas como apresentadoras de antigenos ao
remover seu complexo peptideo-MHC de classe Il (AKKAYA; OYA; AKKAYA; AL
SOUZ et al., 2019). Com isso, as Tregs dificultam indiretamente a ativagao das células
T, reduzindo o numero de células dendriticas maduras e convertendo-as em parceiros
tolerogénicas. As células T reguladoras também atuam induzindo o aumento de
expressdes de varios receptores inibitorios, como PD-1, LAG-3 e TIM-3, através da
liberacdo da citocina IL-35, levando a exaustdo de linfocitos infiltrantes tumorais
(TURNIS; SAWANT; SZYMCZAK-WORKMAN; ANDREWS et al., 2016). Além disso
as Tregs suprimem outras células imunologicas, como basdfilos, eosindfilos e

mastécitos, bem como a ativagao e proliferagéo de células B (XU; LIU; CHEN; WANG
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et al., 2016). As células Tregs apresentam um papel imunossupressor importante no
desenvolvimento do carcinoma espinocelular (TANCHOT; TERME; PERE; TRAN et
al., 2013). Em pacientes portadores de carcinoma espinocelular observou-se aumento
no numero de células Tregs, tanto no sangue periférico (GASPAROTO; DE SOUZA
MALASPINA; BENEVIDES; DE MELO et al., 2010) quanto no microambiente tumoral,
e este aumento foi associado com pior prognostico (LIANG; LIU; SU; ZHANG et al.,
2011).

1.4. Macréfago

Um componente essencial da imunidade inata e que possui um papel central
na defesa do hospedeiro, inflamagao, remodelacao de tecidos e fungdes metabdlicas
sdo os macréfagos (BISWAS; MANTOVANI, 2010; SICA; BRONTE, 2007).

Macrofagos séo células mononucleares, de natureza fagocitica, derivadas dos
mondcitos, possuem uma consideravel diversidade fenotipica e plasticidade, que
extravasam da circulagdo para os tecidos cuja origem na medula 6ssea se da em
condigbes homeostaticas, mas em condi¢des inflamatorias s&do gerados através da
hematopoese extra medular no bago. (GAUTIER; SHAY; MILLER; GRETER et al.,
2012)(BISWAS; MANTOVANI, 2010). Os macrofagos povoam abundantemente os
tumores (GHOSN; CASSADO; GOVONI; FUKUHARA et al., 2010), recebem o nome
de macrdéfagos associados ao tumor (TAM) e sdo comuns em carcinoma de cabecga e
pescoco (SICA; MANTOVANI, 2012). Em resposta a infecgbes persistentes, esses
fagdcitos sintetizam citocinas inflamatérias como IFN-y, TNF-aq, IL-6 e engajam outras
células imunes a sustentar a inflamacgao crénica, um dos marcadores da iniciagao e
progressao tumoral (BALKWILL; MANTOVANI, 2012).

O microambiente tumoral hipéxico também exerce influéncia sobre os TAM,
moldando-os metabolicamente as caracteristicas pro-angiogénicas (HENZE;
MAZZONE, 2016; MURDOCH; MUTHANA; COFFELT; LEWIS, 2008). Os macréfagos
possuem importante papel na angiogénese, secretando fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF do inglés vascular endothelial growth fator), fator de
necrose tumoral alfa, IL-1 3, IL-8, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF
do inglés platelet derived growth factor), fator de crescimento de fibroblastos (FGF do
inglés fibroblast growth fator) (QIAN; POLLARD, 2010). Além dessas, secretam
também enzimas como COX-2 e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), MMPs-1,-2,-
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3,-9 e -12, proteases de catepsina e plasmina - ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase, (GOCHEVA; WANG; GADEA; SHREE et al., 2010; ZHANG; SUD;
MIZUTANI; GYETKO et al.,, 2011). Os TAM desencadeiam a degradacéo de
componentes da membrana basal e matriz extracelular e regulam o aumento da
densidade vascular, processo conhecido como “troca angiogénica” importante no
processo requerido para transicdo a um estado maligno do tumor (LIN; LI,
GNATOVSKIY; DENG et al., 2006).

Macrofagos séo células dinamicas que modulam seus fendtipos e fungdes em
resposta a uma variedade de fatores regulado pelo microambiente circundante
(SHAPOURI-MOGHADDAM; MOHAMMADIAN; VAZINI; TAGHADOSI et al.,
2018)(YUNNA; MENGRU; LEI; WEIDONG, 2020). Os macrofagos de fendtipo M1 ou
classicamente ativados, sdo considerados macrofagos com fendtipo pré-inflamatorio
e antitumoral (EVRARD; SZTURZ; TIJERAS-RABALLAND; ASTORGUES-XERRI et
al., 2019). Este fendtipo € induzido por citocinas do perfil Th1 como IFN-y, TNF-a, e o
lipopolissacarideo (LPS) que se ligam aos receptores do tipo TOLL (TLR, do inglés
Toll-Like Receptor) e produzem citocinas pré-inflamatérias I1L-1 B, IL-6, IL-12, IL-23,
iINOS intermediario reativo do nitrogénio (RNI). (MURRAY; ALLEN; BISWAS; FISHER
et al., 2014). Ademais, M1 secretam quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de
células TCD4* de fen6tipo Th1, como CXCL9 e CXCL10 e participam da remocéao de
patdogenos durante uma infecgdo, através da ativacdo de NADPH e geram espécie
reativa de oxigénio (ROS) (SHAPOURI-MOGHADDAM; MOHAMMADIAN; VAZINI;
TAGHADOSI et al., 2018). Fenotipicamente macrofagos M1 expressam altos niveis
do complexo de histocompatibilidade classe Il (MHC 11), CD68, CD80 e CD86
(MOSSER; EDWARDS, 2008). Dentre os efeitos antitumorais dos macrofagos M1,
destaca-se o fato destas células mediarem diretamente a citotoxicidade para eliminar
células tumorais, sendo esse processo lento (geralmente requer 1 a 3 dias) e envolve
varios mecanismos (PAN, 2012)(BERNSMEIER; VAN DER MERWE; PERIANIN,
2020). Por outro lado, M1 estao associados a citotoxicidade dependente de anticorpos
(ADCC, do inglés antibody dependente cell cytotoxicity), matando células tumorais,
em um processo mais rapido, com a participagdo de anticorpos com antigenos
especificos (BRUNS; BUTTNER; FABRI; MOUGIAKAKOS et al., 2015).

Macrofagos M2 ou alternativamente ativados, sdo divididos em quatro tipos
M2a, M2b, M2c e M2d e adquirem esse fendtipo em resposta as citocinas do tipo Th2,
como IL4, IL-10, IL-13, através da sinalizagao via STATG6, via STAT3. IL-10 polariza
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macréfagos com fendtipo M2. (SHAPOURI-MOGHADDAM; MOHAMMADIAN;
VAZINI; TAGHADOQOSI et al., 2018). Os macrofagos de fendtipo M2 produzem altos
niveis de IL-10, TGF-B, VEGFs e MMPs que direta ou indiretamente, aumentam a
inflamacgéo local, promovendo assim a progressao e metastase tumoral e apresentam
atividade de reparagéao de tecidos e cicatrizag&o de feridas (BELGIOVINE; D'INCALCI;
ALLAVENA; FRAPOLLI, 2016). A fungao promotora de tumores dos macréfagos M2
esta relacionada a capacidade de secretar fatores pro-angiogénicos e de crescimento
além de suprimir a fungcdo efetora das células T, liberando citocinas
imunossupressoras (LOCATI; CURTALE; MANTOVANI, 2020). Os macréfagos M2
participam da imunossupressao de células imunes através da liberagado de PGE2, que
induzem linfocitos T reguladores (MANTOVANI; MARCHESI; MALESCI; LAGHI et al.,
2017).

Os macroéfagos associados ao tumor geralmente compartilham as mesmas
caracteristicas dos macrofagos com fendétipo do tipo M2 (HANAHAN; WEINBERG,
2011; MANTOVANI; ALLAVENA; SICA; BALKWILL, 2008) e os macréfagos
associados ao tumor com fendtipo M2 podem promover invasao e metastase das
células tumorais (POLLARD, 2004; WANG; CAO; ZHANG; NAKAMURA et al., 2015).
Além disso, um infiltrado inflamatério com a presenca de macréfagos expressando
CD68 - glicoproteina transmembrana do tipo | expressa em mondcitos e macrofagos
presente nos tecidos - e CD163 - glicoproteina de superficie celular expressa
exclusivamente em células de linhagem monociticas, sendo expressos em
macrofagos que residem em tecidos - positivo apresentam relagdo com um mau
prognostico (BECK; ESPINOSA; EDRIS; LI et al., 2009; HANAHAN; WEINBERG,
2011). Ademais, estudos relatam que em tumores s6lidos como cancer de pancreas,
mama, ovario, gastrico, bexiga e tiredide, a presenca de TAMs se correlaciona com
mau prognéstico (KURAHARA; SHINCHI; MATAKI; MAEMURA et al., 2011; SHABO;
STAL; OLSSON; DORE et al., 2008). A relevancia dos TAMs em tumores sélidos
tambeém foi verificada em carcinoma espinocelular (HU; HE; ZHU; YANG et al., 2016).
A presencga de macréfagos M2 no microambiente tumoral ndo tem sido associada com
resultados clinicos favoraveis em carcinoma espinocelular, cancer de préstata, mama,
pancreas, e bexiga (ALVES; DIEL; LAMERS, 2018; CAMPBELL; TONLAAR;
GARWOOD; HUO et al., 2011; HANADA; NAKAGAWA; EMOTO; NOMURA et al.,
2000). Por outro lado, a alta densidade de macrofagos se correlaciona com um
resultado favoravel no cancer colorretal (FORSSELL; OBERG; HENRIKSSON;
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STENLING et al., 2007). A significancia prognéstica dos TAMs em carcinoma
espinocelular oral correlacionou a presenca de TAMs com parametros de sobrevida,
seja diretamente com a sobrevida global e sobrevida livre de progressdes, doencgas e
recorréncias ou indiretamente com fatores clinico-patolégicos associados ao desfecho
da doenga (KUMAR; KNOPS; SWENDSEID; MARTINEZ-OUTSCHOOM et al., 2019).

Evidéncias acumulativas indicam que os TAMs podem induzir células
cancerigenas a se submeterem a conversdo epitélio mesenquimal (BONDE;
TISCHLER; KUMAR; SOLTERMANN et al., 2012; FU; DAI; SONG; ZHANG et al.,
2015). Fatores que participam dessa transigcdo epitélio mesenquimal como as
citocinas IL-6 e TNF podem ser liberados pelos macréfagos e aumentam o processo
metastatico (YADAV; KUMAR; DATTA; TEKNOS et al., 2011). Dados demonstraram
que TNF a foi significativa e positivamente relacionada com atividades invasivas e
metastaticas em carcinoma espinocelular oral (TANG; TAO; FANG; DENG et al.,
2017). Além disso, TNF-a induz atividade promotora da transicdo epitélio
mesenquimal em células de cancer de mama, sugerindo fortemente a associagéo
entre inflamagédo e a aquisicdo do novo fendtipo mesenquimal (ZHOU; NITSCHKE;
XIONG; ZHANG et al., 2008). Interessantemente, estudos relataram um aumento na
morfologia de fibroblastos e de marcadores mesenquimais como a vimentina em
células de cancer pancreatico quando em co-cultura com TAMs polarizados em M2,
assim como o aumento das atividades proteoliticas de metaloproteinase como MMP2
e MMP9 e consequente proliferagdo e migragdo das ceélulas. Esse mesmo estudo
mostrou uma diminuicdo da expressao de marcadores epiteliais (LIU; XU; SHI;
HUANG et al., 2013).

1.5. IL-33

Um dos mediadores centrais que se destaca como importante elo entre as
células neoplasicas e as outras células do microambiente tumoral sdo as citocinas.
Dentre as citocinas, a interleucina (IL-33) é conhecida pelo seu papel dicotdmico na
contribuicdo ao desenvolvimento de tumores (FOURNIE; POUPOT, 2018). IL-33 é
uma citocina proé-inflamatoéria, membro da superfamilia de citocinas IL-1 e expressa
por células epiteliais, endoteliais, fibroblastos, macrofagos, células dendriticas,
mastocitos, orgaos linfoides e células da glia além de diversas células neoplasicas
(PICHERY; MIREY; MERCIER; LEFRANCAIS et al., 2012). Além disso, IL-33 pode
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ser encontrada em quase todos os 6rgdos humanos devido a sua ampla expresséo
em ceélulas endoteliais (MOUSSION; ORTEGA; GIRARD, 2008). IL-33 é expressa
constitutivamente em muitos tecidos e por uma ampla variedade de células, no
entanto é também induzida em resposta a varios estimulos em células epiteliais,
miofibroblastos, adipdcitos, células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos
predominantemente como uma citocina pro-inflamatéria. 1L-33 foi originalmente
descrita como um indutor de respostas imunes tipo 2, ativando células T Helper 2
(Th2) e mastocitos. Evidéncias mostraram também que esta citocina estimula
potentemente as células linféides inatas do grupo 2 (ILC2s), células T reguladoras
(Treg), células Th1, células TCD8" e células assassinas naturais (NK) (LIEW,;
GIRARD; TURNQUIST, 2016).

IL-33 € uma proteina de 30 kDa que funciona duplamente como um fator de
transcrigdo e uma citocina (PASTORELLI; DE SALVO; VECCHI; PIZARRO, 2013) e
uma vez que IL-33 ndo contém uma sequéncia de sinal e, portanto, ndo € secretada
como uma citocina convencional. Normalmente, essa proteina nuclear necessita da
morte celular necrotica, necroptotica ou quando se depara com algum patégeno para
sua liberagdo no meio externo atuando como um alarme (LUCARINI; ZICCHEDDU;
MACCHIA; LA SORSA et al., 2017; SHLOMOVITZ; ERLICH; SPEIR; ZARGARIAN et
al., 2019). Pode ocorrer também através da ativagéo celular por meio da sinalizag&o
de ATP, induzindo a liberagcdo de IL-33 na auséncia de morte celular (KOUZAKI,
[IJIMA; KOBAYASHI; O'GRADY et al., 2011). A ligacdo de IL-33 ocorre com seu
receptor unico, ST2 e co-receptor, proteina acessoria do receptor de IL-1 (IL-1RACcP,
também conhecido como IL1RAP), que consiste em varias formas, entre elas o
receptor ST2L (transmembrana) e sST2 (soluvel) (LINGEL; WEISS; NIEBUHR; PAN
et al., 2009). A forma ST2L é expressa em linfécitos Th2, macrofagos, células NK,
eosindfilos, basofilos, células T regulatorias, linfocitos B, células linfoides inatas do
grupo 2 (ILC2) (CHEN; WU; TSAI; LI et al., 2021). O complexo 1L-33-ST2 adota uma
conformagao rigida, fornecendo uma plataforma para o recrutamento de IL-1RAcP. A
justaposicdo dos dominios citoplasmaticos Toll/IL-1R (TIR) de ST2 e IL-1RAcP no
complexo ternario resulta entdo na ativacao das vias de sinalizagao intracelular. Essas
vias de sinalizagao intracelulares fazem com que o eixo IL-33/ST2 desencadeie uma
cascata de sinalizagao intracelular e promova a producéo de citocinas do perfil Th2,
através do recrutamento de MyD88, e subsequente ativagdo da sinalizagdo de NF-kB
e MAPK (p38, JNK e ERK1/2) (EISSMANN; BUCHERT; ERNST, 2020; OBOKI;
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OHNO; KAJIWARA,; SAITO et al., 2010). A forma sST2 é principalmente expressa em
fibroblastos, células epiteliais e cancerigenas e leva a inativagao da citocina (LIEW,
2012; TAGO; NODA; HAYAKAWA; IWAHANA et al., 2001).

IL-33 apresenta natureza pleiotropica, que se reflete na homeostase metabdlica
e tecidual, infeccdo, inflamacédo, cancer e doencgas do sistema nervoso central.
Embora exista relatos de que IL-33 desempenha papéis pro-tumorigénicos ou
antitumorigénicos no desenvolvimento do cancer, ambas as funcbes de IL-33
modulam o TME, desempenhando um papel importante no recrutamento de células
imunes que impactam o fenotipo tumoral e a malignidade (LIEW; GIRARD;
TURNQUIST, 2016). O papel da IL-33 nos processos tumorigénicos classicos, como
EMT, proliferagdo, migragdo e invasdo, ja foi amplamente estudado (MILLAR;
O'DONNELL; MCINNES; BRINT, 2017). Em relagdo a metastase de células tumorais,
0S ensaios in vitro mostraram uma capacidade direta de IL-33 para estimular a
migragao e invasao da linha celular de cancer de pulmao A549 (YANG; GAO; WANG;
XU et al., 2018). A expressao do receptor da IL-33, ST2L, também foi implicada na
metastase (LARSEN; MINAYA; VAISH; PENA, 2018). Células com baixo grau de
metastases, mas nao células com alto grau metastatico, derivadas de carcinoma de
pulméo de Lewis, expressaram ST2L funcional. IL-33 foi visto como fator que aumenta
a morte celular de células ST2L-positivas de baixo grau metastatico, mas n&o das
células ST2L-negativas de alto grau metastatico, sugerindo que IL-33 aumenta a
progressdo do cancer de pulm&o ao selecionar mais células malignas no
microambiente tumoral (LARSEN; MINAYA; VAISH; PENA, 2018).

Embora a IL-33 esteja envolvida em diversos tipos de doengas inflamatorias,
negativa ou positivamente, incluindo doenga inflamatéria intestinal, asma, doencgas
alérgicas e aterosclerose, sua fungdo na tumorigénese depende do tipo de célula
tumoral e do contexto em que se encontra (GAO; WANG; YANG; ZHAO et al., 2015).
Estudo com modelo de camundongo com céancer de mama, mostrou que o eixo IL-
33/ST2 promoveu a diminuigdo da imunidade antitumoral inata, levando ao acumulo
de células imunossupressoras (JOVANOVIC; PEJNOVIC; RADOSAVLJEVIC;
PANTIC et al., 2014). Pesquisas também mostraram uma correlacédo entre uma
quantidade significativamente elevada de IL-33 no soro de pacientes e um prognostico
ruim em diversos tipos de cancer como o HNSCC, glioma, cancer gastrico, cancer de
pulmao de células ndo pequenas, carcinoma hepatocelular, leioma uterino, cancer de

pulmao, cancer colorretal, cancer de mama e carcinoma de células renais quando
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comparados a tecidos saudaveis. (CHEN; NIEH; JAO; WU et al., 2013; HU; FU;
ZHANG; ZHANG, 2013; LIU; SHEN; HU; HUANG et al., 2014; LIU; ZHU; LU; BIAN et
al., 2014; SANTULLI; EVEN; CHOUZENOUX; MILLISCHER et al., 2013; SUN; BEN;
TU; DONG et al., 2011; WANG; CHEN; BU; HAN et al., 2016; WU; WU; CHENG;
HONG et al., 2018; ZHANG; WANG; JI; DING et al., 2017; ZHANG,; LIU; CHU; YE et
al., 2012). Da mesma forma, pacientes com carcinoma espinocelular de lingua que
apresentam mal progndésticos também expressavam altos niveis de expressao de IL-
33 (ISHIKAWA; YAGI-NAKANISHI; NAKANISHI; KONDO et al., 2014). Estudo recente
demonstrou que a via de sinalizagao IL-33/ST2 potencializa o desenvolvimento do
carcinoma de células escamosas em camundongos (AMOR; DE OLIVEIRA;
GASPAROTO; VILAS BOAS et al., 2018). Anderson e colaboradores demonstraram
a relagdo entre o aumento da expressdo de IL-33 produzida por fibroblastos
associados ao cancer e a transigao de macrofagos com fenoétipos M1 para macréfagos
com fendtipos M2, gerando metastase guiada pelo estroma via eixo IL-33-NF-kB-
MMP9-laminina (ANDERSSON; YANG; HOSAKA; ZHANG et al., 2018). Além disso,
células do carcinoma de cabega e pescogo sofreram migragao e invasao por efeitos
autécrinos e paracrinos na sinalizacdo de IL-33, promovido pelos fibroblastos
associados ao cancer (CHEN; NIEH; JAO; WU et al., 2013). Por outro lado, estudos
mostraram que a expressao aumentada da IL-33 no processo metastatico de
melanoma e cancer de mama possui agao inibitéria, aumentando a produgao de IFN-
v pelas células TCD8* e células NK nos tecidos tumorais (GAO; WANG; YANG; ZHAO
et al., 2015). Em adenoma e adenocarcinoma, com baixo grau de diferenciacdo, de
pacientes com cancer colorretal, os niveis de IL33/ST2 apresentam-se baixos,
mostrando caracteristicas protetoras (ZHANG; DAVIS; SHAH; HUGES et al., 2017).
Além disso a deplecdo de ST2 em ratos atenuou o desenvolvimento tumoral,
aumentando citocinas com o perfil Th1/Th17 e atividades das células NK
(JOVANOVIC; RADOSAVLJEVIC; MITROVIC; JURANIC et al., 2011). Verificou-se
que IL-33 pode ser um satisfatério adjuvante da vacina de HPV, aumentando
respostas com perfil Th1 e CD8* (VILLARREAL; WISE; WALTERS; REUSCHEL et al.,
2014).

Um tema importante e emergente no campo de estudo dos efeitos
antitumorigénicos da IL-33 é a capacidade dessa citocina de induzir a resposta de
perfil Th1. Durante algum tempo o foco de pesquisa sobre o papel da via de
sinalizagao 1L-33/ST2 esteve relacionado a expressao e envolvimento em respostas
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do tipo Th2. Gao e colaboradores investigaram o efeito do aumento da expressao de
IL-33 em células de melanoma B16 e células de cancer de mama 4T1 (GAO; WANG;
YANG; ZHAO et al., 2015). O aumento de expressédo de IL33 nessas células resultou
em grande diminuigdo da taxa de crescimento do tumor. A introdugdo de IL-33 em
tumores metastaticos reduziu os niveis de células tumorais circulantes e aumentou o
reconhecimento imunoldgico contra tumores metastaticos in vivo (SARANCHOVA;
HAN; HUANG; FENNINGER et al., 2016). Coletivamente, esses dados indicam que
quando altos niveis de IL-33 sdo administrados, efeitos antitumorais potentes s&o
observados. Tomados em conjunto, ndo pode haver duvida de que, embora a IL-33
conduza a tumorigénese em certos tipos de cancer e células, muita cautela deve ser
exercida em relacdo ao futuro desenvolvimento desta citocina como um alvo
terapéutico. Baseado no exposto, a hipbétese a ser testada € se no carcinoma
espinocelular, IL-33 e o0 meio condicionado de macrofagos poderiam interferir na

atividade e biologia das células tumorais.
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2 OBJETIVO

o O presente estudo se propds a avaliar os efeitos de IL-33 e do meio
condicionado de macréfagos na ativagéo de células tumorais da linhagem SCC-25 e
Detroit 562.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Esta investigacdo obteve aprovacéo 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, sob o protocolo de pesquisa numero 37644714.7.0000.5475. Parte dos
experimentos foi realizado no Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles (CA) e, desta
forma, também obtivemos aprovacdo pelo Comité de Etica do Cedars-Sinai Medical
Center, numero 00045523, para o uso de sangue periférico de individuos do grupo
controle. Todos os voluntarios que concordaram em participar deste estudo assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido apds a leitura da carta de informacao ao

paciente.

3.2 Casuistica e sele¢cao da amostra.

Neste estudo foram selecionados espécimes cirurgicos de carcinoma
espinocelular (n=14), obtidos no periodo de 2001 a 2006 e provenientes dos arquivos
do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL). Os critérios diagndsticos empregados para a
classificagdo em carcinoma espinocelular foram: Iaminas histolégicas e respectivos
blocos de parafina bem como os respectivos laudos anatomopatologicos. Os
prontuarios com dados incompletos e espécimes cirurgicos de carcinoma
espinocelular com material insuficiente para a realizagdo das reagdes de
imunohistoquimica foram excluidas da casuistica. As idades dos pacientes variaram
entre 58 e 91 anos (média de 76,14 + 10,25 anos), sendo que 9 amostras pertenciam
a pacientes do sexo masculino e 5 amostras a pacientes do sexo feminino. Nesta
pesquisa também foi utilizado amostras de sangue periférico de individuos sadios. Os
controles saudaveis foram selecionados entre funcionarios da Faculdade de
Odontologia de Bauru e do Cedars-Sinai Medical Center Los Angeles (CA). Os
doadores sadios foram informados sobre a investigacdo com explicagao detalhada de
sua participagéo. Prestados esclarecimentos acerca dos procedimentos, os sujeitos

da pesquisa foram assegurados da liberdade de opg¢ao de n&o participarem do estudo.
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3.3 Analise histopatolégica

Os espécimes cirurgicos de carcinoma espinocelular, provenientes dos
arquivos da Divisdo de Patologia do Instituto Lauro de Souza Lima, foram fixadas em
paraformoldeido 10%, pH7.4, em temperatura ambiente, pelo tempo maximo de 6
horas. O passo seguinte foi a desidratagdo gradativa em alcool, seguida de xilol e
incluidas em parafina usando técnicas padrdo. Cortes longitudinais (5 um de
espessura) foram obtidos através de um microtomo, montados em laminas (Sigma) e
corados com hematoxilina e eosina (H&E) e analisados por dois patologistas (WANG;
YU; CHEN; PENG et al., 2016). A analise histopatoldgica foi realizada através da
observacdo de cortes seriados em microscopia Optica, visando basicamente o
estadiamento (grau de diferenciagdo tumoral), a analise da presenga e da localizag&o
de células inflamatdrias no microambiente tumoral, assim como as caracteristicas
histologicas do tecido tumoral. Todas as laminas foram analisadas ao microscopio
optico e as microfotografias foram recolhidas com uma camera digital (Leica DFC310
FX, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha), nos aumentos de 50X, 100X,
200X e 400X.

As amostras selecionadas foram subdivididas em: bem diferenciado (n=5)
(Grau 1), moderadamente diferenciado (n=5) (Grau Il) e pouco diferenciado (n=4)
(Grau Ill), de acordo com o sistema de classificagéo originalmente descrito por Broders
(BRODERS, 1920) e adotado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Levou-se
em conta, através de uma avaliagdo subjetiva, o grau de queratinizagéo, pleomorfismo
celular e nuclear além das atividades mitéticas (WOOLGAR, 2006). Carcinoma bem
diferenciado (Grau ) apresentou arquitetura do tecido semelhante ao do epitélio
normal, presenga de pontes intercelulares, queratinizacdo e poucas mitoses atipicas.
O pleomorfismo celular e nuclear sdo minimos assim como as células multinucleadas,
sendo possivel observar a formagado de queratina condensada, dando origem as
pérolas cérneas. Células tendem a crescer lentamente e apresentam metastases
tardias (BRODERS, 1920; PINDBORG; JORGEN; ORGANIZATION, 1997).
Carcinomas moderadamente diferenciados (Grau |lI) apresentam menos
queratinizacao e mais pleomorfismo nuclear e celular, quando comparamos com o
Grau |. Ha formacéao de cristas epiteliais e a presenca de pontes intercelulares séo
menos evidentes. Em carcinoma com células pouco diferenciadas (Grau lll),

dificiimente se nota a presenca de queratinizacdo e as pontes intercelulares sao
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escassas. Atividades mitdticas sao frequentes, presenca de mitoses atipicas assim
como o pleomorfismo nuclear e celular e células multinucleadas. Crescimento rapido
e metastases precoces (BRODERS, 1920; PINDBORG; JORGEN; ORGANIZATION,
1997).

3.4 Imunohistoquimica

A detecgdo da presenga de macrofagos CD68* (M1) e CD163*(M2) em
amostras de pacientes com carcinoma espinocelular foi realizada por
imunohistoquimica, utilizando-se anticorpos especificos anti-CD68 e anti-CD163,
através do método da imunoperoxidase por meio da avidina-biotina-peroxidase (Kit
ABC, Vector, Burlingame). A reacdo de imunohistoquimica teve inicio com a
desparafinizagdo das laminas em rede de estufa, overnight, e imersdo em xilol. Em
seguida, realizou-se a recuperagao antigénica com tampao citrato por 10 minutos. A
lavagem dos cortes em solugcdo de PBS 0,01 M (pH 7,2) foi realizada por 3 vezes
consecutivas. Posteriormente, seguiu-se com o bloqueio da peroxidase enddégena por
meio da incubagao 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 ligagdes
com proteinas inespecificas. Em seguida os cortes foram incubados com anticorpos
primarios anti-CD68 (IR60961-2) (Agilent, Santa Clara-CA) e anti-CD163 (M5E2)
(R&D Systems — Minneapolis, MN, USA) na diluicdo de 1/100 em PBS, em cémera
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. Apos lavagens
sucessivas, adicionou-se o complexo biotina-avidina-peroxidase e as laminas foram
incubadas por 60 minutos. Finalmente, a reacéo foi revelada com DAB (Vector), a
coloragéo e a contra coloragao realizada em hematoxilina de Mayers por 50 segundos,
lavadas em agua corrente durante cinco minutos ou até a agua nao ficar mais corada.
Realizou-se a desidratacdo dos espécimes em concentragdes graduais de alcool
(70% e absoluto) em duas trocas rapidas cada, em seguida realizamos a imersao em
xilol duas vezes, por trés minutos cada. A montagem das Iaminas se deu com a resina

Permount (Fisher Scientific) e laminulas.
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3.5 Analise e quantificagcao das imunomarcagoes

A imunomarcagao para CD68 e CD163 foi quantificada digitalmente conforme
descrito previamente (CHANG; KAO; LIANG; CHENG et al., 2010; KELNER;
RODRIGUES; BUFALINO; FONSECA et al., 2015). As laminas foram digitalizadas em
imagens de alta resolugdo usando o escaneador de ladminas histolégicas Aperio
Scanscope CS (Aperio Technologies Inc., Vista, CA, EUA). O sistema Aperio é capaz
de detectar, contar e classificar células baseadas na cor, tamanho e formato. Utilizou-
se o algoritmo Positive Pixel Count v9 para avaliar CD68 e CD163. A coloragdo para
a molécula CD68 e CD163 foi quantificada em termos de porcentagem de positividade
e de acordo com a intensidade em que a coloragao foi detectada, como segue: fraca
(marcada como 1), moderada (marcada como 2) e forte (marcada como 3). A
pontuacgao final para cada amostra de tecido tumoral foi calculada como a soma das
porcentagens de cada categoria multiplicada por seus escores de intensidade usando
a seguinte formula: [(% fraco x 1) + (% moderado x 2) + (% forte x 3)]. Os resultados
variaram de 100 a 300. O valor da expressao mediana para cada proteina foi usado
para dividir os tumores em dois grupos, abaixo e acima da mediana, exibindo niveis
de expressdo baixos e altos, respectivamente. O software TMA Lab (Aperio

Technologies Inc.) foi usado como ferramenta auxiliar durante as analises.

3.6 Isolamento dos Leucocitos

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por pungdo venosa e 40
mL coletados em tubo contendo anticoagulante, em sistema fechado, por profissional
habilitado. Apds a coleta, o sangue foi diluido em igual volume de meio RPMI e esta
mistura foi aplicada sobre gradiente Ficoll-Paque (1,077g/ml), proporcao de 2:1, em
tubos Sepmate™-50 (Stemcell Technologies Canada, Vancouver, BC, CA)
centrifugada a 1200xg por 10 minutos, em temperatura ambiente. A interface obtida,
composta por células mononucleares do sangue periférico (PBMC), foi coletada e
lavada duas vezes em meio RPMI. Apdés este procedimento, o precipitado foi
ressuspenso em 1 mL de meio contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e os
leucocitos contados com o auxilio da camara de Neubauer. A viabilidade foi
determinada pela exclusao de coloragdo com azul de Trypan a 2%. Em seguida, as

células foram submetidas a separag¢ao para o isolamento de mondcitos.
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3.7 Obtencao dos mondcitos

Apos determinarmos o numero de células, realizou-se a separacdo dos
monaocitos através da selegcdo positiva com auxilio de Beads magnéticas (Milteney
Biotec, Auburn, CA, USA). Inicialmente realizamos a separagéo de células CD3* do
PBMC obtido de individuos sadios. Para a separacao das células CD3* o PBMC foi
ressuspenso em 160 uL de tampao contendo 40 uL de “beads” anti-CD3, e incubadas
em gelo por 15 mim. Apds esse procedimento, as células foram centrifugadas 300xg
por 10 minutos e o pellet ressuspenso em 500 uL de tampao. Para a separagao, a
suspensao celular foi adicionada a coluna de separacéo (Milteney Biotec, Auburn, CA,
USA), devidamente conectada ao suporte magnético (MACS Separator,Milteney
Biotec, Auburn, CA, USA), aguardando-se a eluigdo por gravidade. Apos a primeira
eluicao foi adicionado a coluna 5 mL de tampao, permitindo-se novamente a eluigao
por gravidade. As células que passaram através da coluna, parcela negativa da
eluicdo, foi considerada uma suspensao enriquecida em monacitos totais, designada
como CD14*. Em seguida, realizou-se a separagao das células CD14", para tal, as
células foram ressuspensas em 160 uL de tampao contendo 40 uL de “beads” anti-
CD14, e incubadas em gelo por 15 mim. Apos esse procedimento, as células foram
centrifugadas a 300xg por 10 minutos e o pellet ressuspenso em 500 pL de tampéao.
Para a separacao, a suspensao celular foi adicionada a coluna de separagdo MACS
Column (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), devidamente conectada ao suporte
magneético (MACS Separator, (Milteney Biotec, Auburn, CA, USA), aguardando-se a
eluicao por gravidade. Para a obtengao das células CD14*, a coluna de separagao foi
retirada do magnético e a suspenséo de células eluida com 5 mL de tampao. A ambas
as suspensdes celulares foi adicionado volume de meio RPMI e os tubos
centrifugados a 300 x g por 10 min a 4°C. As células foram ressuspensas com meio
RPMI completo, contadas em Camara de Newbauer e a viabilidade celular foi avaliada

com azul de Trypan 2 %.
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3.8 Cultura de mondécitos e diferenciagdo de macroéfagos

As células CD14* foram inicialmente cultivadas em placa de cultura de 6 pogos
(Corning Kennebunk, ME, USA), com a densidade de 1,5 x 10° células por pogo, na
presenca de meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal e antibiético e
incubado por 24 horas. Apés este periodo, o sobrenadante dos mondcitos foi coletado
e centrifugado a 300xg por 10 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram cultivadas
por mais 03 dias em presengca de meio RPMI suplementando com 20ng/mL de
recombinante humana M-CSF (R&D Systems). Para a diferenciagdo de macréfagos
M1 foi utilizado LPS (1 pg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA) e IFN-y recombinante (200
ng/mL; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Para a diferenciagdo de macréfagos
M2 foi utilizado as citocinas recombinantes IL-4 (30 ng/mL) e IL-13 (30 ng/mL), todos
da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). A cultura foi realizada em meio RPMI com
10% de soro bovino fetal e antibidtico e mantida a 37°C em atmosfera umida com 5%
de COo.. A diferenciagao de macrofagos M1 e M2 foi confirmada por citometria de fluxo.

3.9 Citometria de fluxo

Macrofagos foram coletados usando Cell Scraper (Sarstedt, Newton, USA)
centrifugados a 300xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em meio RPMI completo e as células distribuidas em tubos de citometria.
Os receptores de Fc foram bloqueados e as células incubadas com 1uL de Human
TruStain FcX (Biolegend) em 200 uL de tamp&o por 15 minutos a 4°C. Para marcagéao
de superficie, 1x108 células foram incubadas por 30 minutos, com uma concentragao
ideal pré-titulada (<0.5c) de anticorpo monoclonal conjugado com fluorocromo. Os
seguintes anticorpos foram utilizados: anti-CD206 Alexa-fluor 488 (BioLegend, San
Diego, CA), anti-HLADR APC (BioLegend, San Diego, CA), anti-CD86 PE (BioLegend,
San Diego, CA), anti-CD68 Pacific Blue (BioLegend, San Diego, CA), anti-CD64 PC
CY7 (BioLegend, San Diego, CA). Apés o periodo de incubagdo com os anticorpos,
as células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em
300uL de PBS por tubo para aquisigdo. As amostras foram adquiridas em FACS
Calibur (BD biosciences, San Jose, CA) e as analises foram realizadas usando o
programa FlowJow (Tree Star).
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Figura 1. Caracterizagao de macréfagos quanto a expressao de HLADR e CD206.
Mondcitos CD14* foram cultivados na densidade de 1,5 x 10% células por poco, na
presenga de meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal e antibioticos e
mantida a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2 por 24 horas. Apos esse periodo,
para a diferenciagdo de macrofagos M1 foi adicionado a cultura LPS (1 ug/mL) e IFN-
v (200 ng/mL). Para a diferenciacdo de macrofagos M2 foi utilizado as citocinas
recombinantes IL-4 (30 ng/mL) e IL-13 (30 ng/mL). A cultura foi realizada em meio
RPMI com 10% de soro bovino fetal e antibidticos e mantida a 37°C em atmosfera
umida com 5% de CO2 por 48 horas. Em seguida, as células foram coletadas e
analisadas por citometria de fluxo. Os macréfagos foram primeiramente selecionados
de acordo com a expressao da molécula CD68 e entdo analisamos quanto a
expressao do receptor de manose (CD206) e molécula HLA-DR.
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3.10 Cultura de células tumorais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas duas linhagens de

células tumorais:

l. 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 1.2g/L de bicarbonato de sodio, 2.5 mM L-glutamina,
15 mM HEPES, 0.5 mM piruvato de sodio 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 ng/mL anfotericina (Lonza).

1. 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 garrafa de 25 cm? inicialmente, no
meio EMEM (ATCC® 30-2003™) contendo 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sodio,
1500 mg/L de bicarbonato de sddio e suplementado com 10% soro fetal bovino,

10,000 U/mL penicilina, 10,000 ug/mL estreptomicina e 25 ng/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 2 dias até que as
células atingissem uma confluéncia de aproximadamente 90% da area quando eram
tripsinizadas (Trypsin-EDTA- 1X Corning® NY, USA) e subcultivadas em proporgao

dependente do planejamento de cada ensaio a ser realizado.

3.11 Ensaio de migragao celular no Incucyte®.

Empregou-se para avaliar a dindmica de migragdo celular, o método de
Scratch. Esse método baseia-se na criagdo de um risco (scratch) em uma
monocamada de células com caracteristicas aderentes. Apds a adigao dos estimulos

as células irdo se mover a fim de fechar a abertura feita e reestabelecer as interacoes
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célula-célula. Para o ensaio de migragéo, placas de 96 pogos foram previamente
tratadas com 100uL de BME (Cultrex Basement membrane extract) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), matriz gelatinosa, e deixada em temperatura ambiente por 1
hora. Apos 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 pocos, contendo meio de cultura suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (FBS). Todas as linhagens foram incubadas a 37°C com 5% de
CO2. Apds, 16 horas, o meio foi retirado e substituido por um meio com 0,1% de BSA
durante 4 horas (fasting). Apos confluéncia, uma ferida artificial (scratch) foi realizada
utilizando o Incucyte® WoundMaker® (capaz de realizar feridas iguais nos 96 pogos,
simultaneamente) e os pogos foram lavados com PBS para remover as células n&o
aderidas. Neste momento, foi adicionado o meio condicionado da cultura dos
macrofagos M1 e M2, IL-33 e o respectivo controle negativo, em triplicata. A
quantificacdo da migragdo celular foi analisada por sistema automatizado para
microscopia em tempo real (Incucyte Zoom HD/2 channel, marca Essen Bioscience),
durante 48 horas. Imagens foram capturadas e enviadas para um disco rigido externo
conectado a rede, que reuniu e processou os dados das imagens. Com esse
dispositivo, foi possivel acompanhar, em tempo real, o andamento dos ensaios que
aconteciam dentro da incubadora, onde foram capturadas imagens em um intervalo
de tempo de 2 horas. Essas imagens foram enviadas para um software proprio
(IncuCyte® ZOOM Software-Essen BioScience), para serem analisadas.

3.12 Ensaio de proliferagao celular no Incucyte®.

As diferentes linhagens de células tumorais, na densidade de 1x10* 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 CO2. Apds, 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 meio condicionado
da cultura dos macrofagos M1 e M2, IL-33, e o respectivo controle negativo, em
triplicata. As placas foram entdo colocadas no IncuCyte® e a proliferagdo celular
acompanhada por 72 horas. O ensaio de proliferacdo foi realizado utilizando o
IncuCyte® ZOOM System (Essen BioScience, Ml, USA).
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3.13 Ensaio de invasao no Transwell.

Para complementar os estudos de migracao, avaliamos a capacidade do meio
condicionado dos macréfagos M1 e M2 e da citocina IL-33 em inibir ou estimular a
invasao celular. Para isso utilizamos um sistema de placas de tfranswell ou camara de
Boyden. A camara superior foi recoberta com 40uL de BME (Basement membrane
extract) (Cultrex, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) na diluigdo de 1:20. As células
na densidade de 1x10° células foram distribuidas na camara superior e, na porgéo
inferior, foi adicionado 400uL do meio condicionado das culturas dos macréfagos e IL-
33 em diferentes concentragdes (10,50 e 100ng/mL). As células foram incubadas por
48 horas. As células que atravessaram a barreira do BME foram fixadas em
formaldeido 4% por 10 minutos e coradas com cristal violeta. Células foram
fotografadas em microscopio EVOS M5000 (Invitrogen MA, USA) (5 campos por

transwell).

3.14 Extracao do RNA total

O RNA total das células foi isolado utilizando-se 1mL de Trizol® Reagent ((Life
Tecnologies, Invitrogen, Carsbad, CA, USA) e incubadas em temperatura ambiente
por 5 minutos. Apds a incubacgao, a suspenséo foi transferida para tubos eppendorfs,
onde adicionamos 200mL de cloroformio por tubo. As amostras foram
homogeneizadas por 15 segundos vigorosamente e incubadas a temperatura
ambiente por 2-3 minutos. Apds a incubagéo nos certificamos de que havia 2 fases no
tubo (fase clara, aquosa e o Trizol). Centrifugamos a 12.000xg por 15 minutos a 4°C.
Apos o término da centrifugacao a fase clara foi transferida para um novo tubo, onde
foram adicionados 500mL de alcool isopropilico a cada 1 mL de Trizol. Amostras foram
incubadas por 10 minutos. Apds a incubagéo, foram centrifugadas a 12.000xg por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 2 vezes com 1 mL
de alcool 75%, 7.500xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos
permaneceram em temperatura ambiente aproximadamente 20 minutos para secar o
precipitado. Uma vez secos, os RNAs foram dissolvidos em 10uL de agua RNAase-
free. Determinamos a concentragcdo de RNA usando NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).
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3.15 Sintese de cDNA através da Transcricao Reversa

Uma vez obtido o mRNA total das células, foi realizada a reagéo de transcricao
reversa para a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA). Para cada
reacao foram utilizados 3ug de RNA total, diluidas em 12,1uL de DEPC H2O 5uL de
tampao de enzima (5x; Invitrogen MA, USA), 0.5uL de Oligo dT 12-18 a (0.5mg/ml;
Invitrogen MA, USA), 0,1uL de cada dNTP (100mM; Invitrogen MA, USA), 0.5uL
MMLV RT Invitrogen MA, USA), 1uL DTT (0.1M; Invitrogen MA, USA), completando
25uL de solugao de reagdo. As reagdes foram incubadas no termociclador (Labnet-
Multigene™ Optimax), (Burlington, MA, USA) e submetidas ao seguinte programa: 60
minutos a 38°C e 10 minutos a 90°C. Apds o término da transcricado reversa os cDNAs

foram armazenados a -20°C até o uso para a reagdo da PCR em tempo real.

3.16 Reacao de PCR

A reagdo de PCR para amplificagcdo 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). Primers
e sondas para IL-33 (Hs00369211), ST2 (Hs00545033) foram obtidos do fornecedor
(TagMan® Gene Expression Assay, Applied Biosystems) além dos genes EZH2,
MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA, EPCAM, SYP cujas sequencias sé&o
informacgdes protegidas pelo fabricante (GURURAJAN; CAVASSANI; SIEVERT;
DUAN et al 2015). O gene 18S5 (Hs03928990) foi utilizado como gene enddgeno de
referéncia. 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 amplificagdo exponencial, que permite a analise quantitativa da
expressdo do gene alvo. Os dados de cada amostra foram normalizados pela
expressao do gene de referéncia (housekeeper genes) 18S e as analises para cada
primer através da quantificagcdo relativa ao grupo controle (2-AAct).
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3.17 Analise de expressao génica in sillico por bioinformatica

Dados da expressdo génica foram analisadas utilizado a ferramenta “Gene
Expression Profile Interactive Analysis (GEPIA)” (http://gepia.cancer-pku.cn/) (TANG;

LI; KANG; GAO et al., 2017). Esta analise teve o objetivo de avaliar a expressao
génica de CD163 e CD68 em amostras de pacientes com carcinoma espinocelular,
bem como a sobrevida geral de pacientes, de acordo com a baixa ou alta expressao
de genes selecionados. Todos os dados foram processados em janeiro e fevereiro de
2021, utilizando amostras pareadas e ndo pareadas para comparar o nivel de
expressao de CD163 e CD68 entre as amostras de tecidos normais e tumorais.

3.18 Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software Graph Pad Prism,
versao 8.3 para Macintosh (Graph Pad Software, San Diego, CA USA). Utilizamos o
teste One-way ANOVA, Turkey’s teste de multiplas comparagdes, e o teste Shapiro-
Wilk foi empregado para verificar a normalidade ou nao da distribuigdo dos dados.
Test t student ou Mann Whitney, ndo pareados com distribuicdo normal e ndo normal
respectivamente também foram utilizados. Resultados foram expressos como a média
+ SEM dos resultados obtidos para cada grupo. A ferramenta GEPIA usa o teste Log-
rank para a analise de sobrevida, e as informacdes do intervalo de confianga de 95%
estdo incluidas no grafico de sobrevivéncia. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressao de CD68 e CD163 em amostras de carcinoma espinocelular

Sabe-se que o0s macrofagos associados ao tumor podem ser
distinguidos nos subtipos M1 e M2. Os biomarcadores CD68 e CD163 sao
frequentemente empregados para detectar estes diferentes fen6tipos em amostras de
tecido neoplasico. Particularmente, a molécula CD68 marca a populacdo de
macrofagos M1, enquanto a molécula CD163 € empregada, principalmente, para a
deteccdo de macrofagos M2 (ALMATROODI; MCDONALD; DARBY; POUNIOTIS,
2016). Apesar da grande controvérsia que existe sobre esse assunto, estudos indicam
a correlacdo de CD163 (M2) com baixa sobrevida em pacientes portadores de
carcinoma espinocelular (TROIANO; CAPONIO; ADIPIETRO; TEPEDINO et al.,
2019).

Com base nessas informagdes, investigamos se a expressdao de CD68 e
CD163, marcadores especificos para macrofagos M1 e M2, respectivamente, constitui
fator progndstico para o carcinoma espinocelular. Para tal, inicialmente empregamos
a plataforma GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Anylisis), uma ferramenta
que acessa dados publicos de expressdo génica por microarray e informagdes
clinicas.

Os dados da analise in sillico da expressdo de CD68 em amostras de pacientes
portadores de carcinoma espinocelular e sua correlagdo com a sobrevida global
evidenciou que o alto nivel de expressdo de CD14 se correlaciona com maior
sobrevida dos pacientes, contudo, estes dados nao foram estatisticamente
significantes (Figura 2A). Em relac&o a expressao de CD163 em pacientes portadores
de carcinoma espinocelular, altos niveis de expressao de CD163 sao observados em
pacientes com maior sobrevida e esses dados foram estatisticamente significativos
(Figura 2B) (p=0,59).

De acordo com a analise do banco de dados publico, amostras de pacientes
portadores de carcinoma espinocelular apresenta alta expressao de CD68, contudo,
nao foi observada diferenca estatisticamente, quando comparado aos dados de
amostras de individuos sadios (Figura 2C).
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Figura 2 - Expressdao de CD68 e CD163 em carcinoma espinocelular. A analise de
expressao génica foi realizada usando a ferramenta GEPIA e o banco de dados publico TGCA.
(A) Curvas de sobrevida em pacientes com carcinoma espinocelular e a correlagdo com a
expressao de CD68. (B) Curvas de sobrevida em pacientes com carcinoma espinocelular e a
correlagdo com a expressao de CD163. (C) Analise de bioinformatica comparativa da
expressdo de CD68 entre amostras de tecido sadio (n=44, barra cinza) e de carcinoma
espinocelular (n=519, barra vermelha). (D) Fotomicrografia de amostra representativa de
carcinoma espinocelular evidenciando a presenga de células marcadas para CD68. (E)
Analise de bioinformatica comparativa de expressao de CD163 entre amostras de tecido sadio
(n=44, barra cinza) e de carcinoma espinocelular (n=519, barra vermelha) em dados publicos
do GEPIA (*p<0,05). (F) Fotomicrografia de amostra representativa de carcinoma
espinocelular evidenciando a presenga de células marcadas para CD163. Teste Log-rank.
P<0,5.
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Estes dados foram confirmados por nossas analises de imunohistoquimica que
evidenciaram a presenca de células positivas para CD68 em amostras de pacientes
portadores de carcinoma espinocelular (Figura 2D). De modo contrario, em amostras
de pacientes portadores de carcinoma espinocelular observa-se alta expressao de
CD163, sendo observada diferencga estatisticamente, quando comparado aos dados
de amostras de individuos sadios (p<0,05) (Figura 2E). As analises de imuno-
histoquimica também evidenciaram alta imunorreatividade para CD163 em amostras
de carcinoma espinocelular (Figura 2F), e a percentagem de células CD163" foi

superior a percentagem de células CD68* (Figura 3).
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Figura 3. Quantificagdo da expressdao de CD68 e CD163 em amostras de carcinoma
espinocelular. As barras representam a média £ SD de células marcadas positivamente

para CD68" e CD163" em amostras de carcinoma espinocelular. **p<0,01. Test t.
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4.2 Células da linhagem tumoral SCC-25 quando estimuladas com o meio
condicionado de macréfagos M1 apresentaram menor motilidade e atividade
proliferativa.

Dados da literatura indicam que os macrofagos e seus produtos de secregéo
desempenham importante papel no processo de carcinogénese, promovendo a
disseminagao e metastase tumoral (MANTOVANI; SCHIOPPA; PORTA; ALLAVENA
et al., 2006). Inicialmente, determinamos a capacidade de migragdo/motilidade das
duas linhagens de células HNSCC que testamos em nosso estudo e descobrimos que
as linhagens eram moveis e tinham capacidade migratoria relativamente semelhante
(Figura 4-6).

Nestes ensaios também verificamos o efeito do meio condicionado de
macrofagos M1 e M2 na motilidade de células da linhagem SCC-25. Na figura 3A s&o
apresentadas as fotomicrografias, obtidas em tempo real, da cultura de células da
linhagem SCC-25 cultivadas na presenga e/ou auséncia do meio condicionado de
macrofagos de fenotipo M1 e/ou macréfagos de fendtipo M2. Estes resultados
acompanhados no grafico, em tempo real (Figura 5A), evidenciaram que as células
da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas com meio condicionado da cultura de
macrofagos M1 apresentaram aumento significativo da motilidade nas primeiras 10
horas do ensaio (Figura 5A e 5B). No entanto, no decorrer do experimento, verificamos
que as taxas de motilidade foram semelhantes, principalmente apds 24 horas de
cultura, e observou-se confluéncia superior a 90% (Figura 5C). As células da linhagem
tumoral SCC-25 estimuladas com o meio condicionado da cultura de macréfagos M2
apresentaram niveis de motilidade e porcentagem de confluéncia semelhantes aos
observados para as células cultivadas na presencga apenas de meio de cultura (Figura
5).

Em seguida, analisamos a influéncia do meio condicionado de macrofagos na
proliferagcao de células da linhagem SCC-25 (Figura 6). Os resultados evidenciaram
que estas células apresentaram atividade proliferativa, principalmente apos as 20h de
cultivo. Os resultados evidenciaram ainda que as células da linhagem SCC-25
cultivadas na presenca do meio condicionado da cultura de macrofagos M1
apresentaram menor taxa de proliferacdo em comparacéo as células cultivadas na

presenca apenas do meio de cultura (Figura 6B).
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Figura 4. Fotomicrografia do ensaio de fechamento de ferida de células da linhagem
tumoral SCC-25. Imagens de microscopia de contraste de fase com realce artificial
mostrando o progresso de fechamento da ferida. As imagens foram adquiridas em tempo Oh
e as do quadro inferior apds 24h de cultivo. Em amarelo esta representada a ferida e em azul
as camadas de confluéncia a partir das bordas.
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Figura 5. Ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas com
o meio condicionado da cultura de macréfagos. (A) O grafico ilustra a progresséao
densidade e confluéncia da ferida durante o periodo de 40 horas. (B) Densidade relativa da
confluéncia da ferida em porcentagem apds 10h. (C) Densidade relativa da confluéncia da
ferida em porcentagem apos 24h. Os dados séo apresentados como média + SEM de trés
experimentos independentes. **p<0,01, ***p<0,0001. M1: meio condicionado da cultura de
macrofagos M1; M2: meio condicionado da cultura de macréfagos M2; SBF: células cultivadas
com o soro bovino fetal a 10%. One-way ANOVA.
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Figura 6. Resposta proliferativa da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas com o meio
condicionado da cultura de macrofagos. (A) Imagens de microscopia de contraste de fase
mostrando a cultura das células SCC-25. As imagens no quadro superior foram adquiridas em
tempo Oh e as do quadro inferior apds 24h de cultivo. B) O grafico ilustra a progressao da
resposta proliferativa durante o periodo de 55 horas. Os dados sdo apresentados como média
+ SEM de trés experimentos. *p<0,05; ***p<0,0001. M1: meio condicionado da cultura de
macrofagos M1; M2: meio condicionado da cultura de macréfagos M2. One-Way ANOVA.




Material e Métodos 81

De modo relevante, as células da linhagem SCC-25 cultivadas na presenca do meio
condicionado da cultura dos macréfagos M2 apresentaram aumento na taxa de
proliferagdo quando comparado com as células cultivadas na presenga de meio
somente (Figura 6B).

4.3 Células da linhagem tumoral Detroit 562 quando estimuladas com o meio
condicionado de macréfagos M1 apresentaram maior motilidade.

Em relagdo a motilidade das células da linhagem tumoral Detroit 562, o efeito
do meio condicionado de macrofagos de fendtipo M1 e M2 na motilidade destas
células sdo apresentados nas fotomicrografias obtidas em tempo real (Figura 7). As
imagens evidenciam que as células da linhagem Detroit 562, expostas ao meio
condicionado da cultura de macréfagos M1 apresentaram uma confluéncia
progressiva, contudo, os niveis de motilidade foram maiores aos observados para as
células cultivadas na presenga do meio de cultura, no periodo de 24 horas (Figura 8).
Estes resultados acompanhados no grafico, em tempo real evidenciaram que as
células da linhagem tumoral Detroit 562 estimuladas com meio condicionado da
cultura de macrofagos M1 apresentaram aumento da motilidade, principalmente apos
10 horas de cultura, em comparagao com as células cultivadas na presenca apenas
de meio (Figura 8A e 8B), esta diferenga ndo se manteve estatisticamente significante
no periodo de 24 horas (Figura 8A e 8C). No entanto, no decorrer do experimento,
verificamos que as taxas de motilidade foram semelhantes, principalmente apés 30
horas de cultura, e observou-se confluéncia superior 95% (Figura 8A). Por outro lado,
o meio condicionado da cultura dos macrofagos M2 n&o alterou o perfil de confluéncia
e a motilidade das células da linhagem Detroit 562, quando comparado com as células
cultivadas na presencga do meio (Figura 8).

Para as células da linhagem Detroit 563, o ensaio de proliferagdo evidenciou
que as taxas foram diferentes ao observado para as células da linhagem SCC-25.
Apo6s aproximadamente 24 horas de exposigdo ao meio condicionado de macrofagos
M1, a proliferagao celular teve aumento progressivo (Figura 9).
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Figura 7. Fotomicrografias do ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral
Detroit 562. Imagens de microscopia de contraste de fase com realce artificial mostrando o
progresso de fechamento da ferida. As imagens no foram adquiridas em tempo Oh e as do
quadro inferior apds 24h de cultivo. Em amarelo é representada a ferida e em azul as
camadas de confluéncia a partir das bordas. M1: meio condicionado da cultura de
macrofagos M1; M2: meio condicionado da cultura de macréfagos M2.
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Figura 8. Ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral Detroit 562
estimuladas com o meio condicionado da cultura de macréfagos. (A) O grafico ilustra
a progressdo densidade e confluéncia da ferida durante o periodo de 40 horas. (B)
Densidade relativa da confluéncia da ferida em porcentagem apo6s 10h. (C) Densidade
relativa da confluéncia da ferida em porcentagem apds 24h. Os dados sao apresentados
como média = SEM de trés experimentos. *p<0,05, **p<0,001. M1: meio condicionado da
cultura de macrofagos M1; M2: meio condicionado da cultura de macréfagos M2; SBF:
células cultivadas com soro bovino fetal a 10% (controle positivo). One-Way ANOVA.
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Figura 9. Resposta proliferativa da linhagem tumoral Detroit 562 estimulada com o
meio condicionado da cultura de macroéfagos. (A) Imagens de microscopia de contraste
de fase mostrando a cultura das células Detroit 562. As imagens no quadro superior foram
adquiridas em tempo Oh e as do quadro inferior apds 24h de cultivo. B) O grafico ilustra a
progressao da resposta proliferativa durante o periodo de 40 horas. Os dados séao
apresentados como média + SEM de trés experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,001.
M1: meio condicionado da cultura de macréfagos M1; M2: meio condicionado da cultura de
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macrofagos M2. One-Way ANOVA.
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Entretanto, a taxa relativa de proliferagdo das células da linhagem Detroit 562,
expostas ao meio condicionado de macréfagos M2 foi maior em relagdo ao meio
condicionado de macréfagos M1 (Figura 9B). A exposigc&o ao controle positivo (SBF a
10%) induziu a progresséo da resposta proliferativa das células da linhagem Detroit
562, durante o periodo de 55 horas (Figura 9B).

4.4 Invasao/migragao, in vitro, das células da linhagem tumoral SCC-25 é
induzida pelo meio condicionado da cultura de macréfagos.

Estudos demonstraram que macréfagos presentes no microambiente tumoral
podem favorecer a invasao das células tumorais. Contudo, o papel de macréfagos em
mediar a invasdao de células da linhagem SCC-25 e Detroit 562 ainda néao foi
completamente esclarecido. Assim, analisamos a capacidade de invaséo destas duas
linhagens celulares de atravessar filtros revestidos de Matrigel. Os resultados
evidenciaram que as células da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas com meio
condicionado da cultura de macrofagos M1 e M2 apresentaram aumento da
capacidade invasiva em comparagao com as ceélulas cultivadas na auséncia deste
estimulo (Figura 10). Contudo, apenas os resultados observados apds a exposigao ao
meio condicionado de macréfagos M1 apresentaram diferengas estatisticas
significativas. De modo relevante, as células da linhagem Detroit 562 nao
apresentaram capacidade de atravessar a membrana revestida de Matrigel, mesmo
apos a estimulagdo com o controle positivo (dado ndo apresentado). Assim, houve
uma forte correlagdo entre o meio condicionado de macrofagos de fenétipo M1 e a
capacidade invasiva de células da linhagem SCC-25.
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Figura 10. Ensaio de invasao e migragcao em transwell para células da linhagem
SCC-25 estimuladas com o meio condicionado da cultura de macréfagos. As barras
representam o numero de células que atravessaram a membrana. **p<0,001. Os
resultados sao apresentados como média + SEM de trés experimentos independentes.
M1: meio condicionado da cultura de macréfagos M1; M2: meio condicionado da cultura
de macréfagos M2. One-Way ANOVA.
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4.5 Avaliacdao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25.

Em seguida, procuramos investigar alguns mecanismos de sinalizagéo
intracelular que seriam importantes para essa funcdo do meio condicionado de
macrofagos em facilitar a motilidade e invasao das células da linhagem SCC-25. Para
tal, analisamos a expressao de EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM, e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 apds 24h de estimulagéo
com o meio condicionado de macrofagos (Figure 11-12).

Os resultados evidenciaram que o meio condicionado da cultura dos
macrofagos M1 promoveu aumento significativo da expressdo dos genes SOX2
(Figura 11E), CHGA (Figura 11G) e EPCAM (Figura 11H) em células da linhagem
SCC-25. Por outro lado, a estimulagdo como o meio condicionado da cultura dos
macrofagos M1 levou a diminuigéo significativa da expressao dos genes MYC (Figura
11B), MYCN (Figura 11C), e SYP (Figura 11l), quando comparada as células
estimuladas com o meio. Os resultados evidenciaram ainda que a estimulagao das
células com o meio condicionado da cultura de macréfagos M1 néo alterou de forma
significativa a expressdo dos genes EZHZ2 (Figura 11A), NANOG (Figura 11D) e
AURKA (Figura 11F).

Em relagdo ao estimulo com o meio condicionado de macréfagos M2, os
resultados evidenciaram que este estimulo induziu aumento significativo da expressao
dos genes NANOG (Figura 12D), SOX2 (Figura 12E), e EPCAM (Figura 12H) em
células da linhagem tumoral SCC-25. Ao mesmo tempo que induziu de modo
significativo a diminuicdo da expresséo dos genes MYC (Figura 12B), AURKA (Figura
12F), CHGA (Figura 12G) e SYP (Figura 12I). O meio condicionado da cultura de
macrofagos M2 n&o alterou de forma significativa a expressédo dos genes EZH?2
(Figura 12A), MYCN (Figura 12C).
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Figura 11. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,

EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 por PCR em tempo real. As

células da linhagem tumoral foram estimuladas com o meio condicionado da cultura dos

macréfagos de fendétipo M1 e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-qPCR utilizando

iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores de expressao de cada gene
30 2das nharg 2da ata indica 0 iana *n< Q5 **n
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Figura 12. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 por PCR em tempo real. As
células da linhagem tumoral SCC25 foram estimuladas com o meio condicionado da
cultura dos macrofagos de fenétipo M2 e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-gPCR
utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores de expressao de
cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de mediana. *p<0,05;
**n<0,001. Test t.




90 Material e Métodos

4.6 Avaliacao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral Detroit 562.

Com relag&o aos resultados de expresséo dos genes pelas células da linhagem
tumoral Detroit 562, os resultados demonstraram que o meio condicionado da cultura
dos macréfagos M1 induziu aumento da expressdo dos genes EZHZ2 (Figura 13A),
MYCN (Figura 13C), NANOG (Figura 13D), SOX2 (Figura 13E), AURKA (Figura 13F)
e CHGA (Figura 13G). Por outro lado, verificamos diminui¢gdo significativa da
expressao do gene MYC (Figura 13B), enquanto a expresséo dos outros genes néo
foi alterada significativamente, quando comparado com o meio. De modo relevante, o
estimulo com o meio condicionado da cultura dos macrofagos M2 promoveu aumento
da expressao do gene EZH?2 (Figura 14A), NANOG (Figura 14D) e AURKA (Figura
14F) quando comparados ao controle. Por outro lado, promoveu uma diminui¢do da
expressao dos genes MYC (Figura 14B), MYCN (Figura 14C), SOX2 (Figura 14E),
CHGA (Figura 14G), EPCAM (Figura 14H) e SYP (Figura 14l).

4.7 IL-33 altera a motilidade e a atividade proliferativa de células da linhagem
tumoral SCC-25.

Dados da literatura indicam que a ativagdo da via de sinalizacdo IL-33/ST2L
pode desencadear a polarizacdo de macréfagos de fendtipo M2 e facilitar a
progresséo tumoral (YU; HU; SHEN; DONG et al., 2015). Ademais, estudo de nosso
grupo demonstrou que IL-33 é importante para o desenvolvimento de carcinoma
espinocelular (AMOR; DE OLIVEIRA; GASPAROTO; VILAS BOAS et al., 2018).
Considerando essas informacgbes, avaliamos o efeito da citocina IL-33 na
migragao/motilidade das células da linhagem tumoral SCC-25 (Figura 15-16).

Na figura 15 sdo apresentadas as fotomicrografias, obtidas em tempo real, da
cultura de células da linhagem SCC-25 cultivadas na presenga e/ou auséncia de IL-
33




Material e Métodos 91

© Ta Eezm2 o Ts MYC o Tcmvyen
2 2 2
k= © - s
9 2- —I— 2 2- I_ 2 2-4
xg W tg T Q
o o o %
il (AR A |
-E 1=eeherened ....%... -‘.g 1 -"E 1 T %
0 //A 0 0 é
Meio M1 Meio M1 Meio M1
< o nNanoe < [E soxz < |F AURKA
2 > 6 2
S . s 3.
g g - g
!g 1+ T-V}_ f‘g d 7 é ... TZ}
Meio M1 Meio M1 Meio M1
o “Te cHea © “Tw  EPcAM < T, SYP
E E E
% 2+ g 2- g 1.0=fccececececcccccecececees
o o o
l& !& l&
= A ecchecened é = 1-T ..... = 0.5
c c 7 c
: / s | L7 g
Meio M1 Meio M1 Meio M1

Figura 13. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral Detroit 562 por PCR em tempo real. As
células da linhagem tumoral Detroit foram estimuladas com o meio condicionado da cultura
dos macrofagos M1 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<0,001. Test t.
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Figura 14. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral Detroit 562 por PCR em tempo real.
As células da linhagem Detroit 562 foram estimuladas com o meio condicionado da cultura
dos macrofagos M2 e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-gPCR utilizando
iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores de expresséo de cada gene
estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de mediana. *p<0,05, **p<0,01.
Test t.
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Figura 15. Fotomicrografias do ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral
SCC-25. Imagens de microscopia de contraste de fase com realce artificial mostrando o
progresso de fechamento da ferida. As imagens no quadro superior foram adquiridas em
tempo Oh e as do quadro inferior apds 24h de cultivo. Em amarelo é representada a ferida e
em azul as camadas de confluéncia a partir das bordas.
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Figura 16. Ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas
com diferentes concentragdes da citocina IL-33. (A) O grafico ilustra a progressao
densidade e confluéncia da ferida durante o periodo de 55 horas. (B) Densidade relativa da
confluéncia da ferida em porcentagem apos 24h. Os dados sao apresentados como média
+ SEM de trés experimentos independentes. ***p<0,0001. One-Way ANOVA.
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(10, 50 ou 100ng/ml). Estes resultados acompanhados no grafico, em tempo real
(Figura 16A), evidenciaram que as células da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas
com as diferentes concentragdes de IL-33 apresentaram aumento significativo da
motilidade, apds 24 horas de cultura, em comparacdo as células cultivadas na
auséncia deste estimulo, de maneira dose-depende (Figura 16). De modo relevante,
no periodo superior a 50 horas de cultura, a citocina IL-33 na concentragao de 10
ng/ml induziu maior motilidade das células, quando comparado ao controle positivo do
ensaio (SBF 10%), atingindo 100% de confluéncia. Enquanto as outras concentragdes
de IL-33, no decorrer do experimento, induziram taxas de motilidade semelhantes e
confluéncia superior a 75% (Figura 16) e estes valores foram estatisticamente
significantes quando comparado as células cultivadas na presenca apenas de meio
de cultura (Figura 16).

Em seguida, analisamos a influéncia IL-33 na proliferacdo de células da
linhagem SCC-25 (Figura 17). Os resultados evidenciaram que estas células
cultivadas na presenca da citocina IL-33, na concentragdo de 50 e 100ng/mL,
apresentaram aumento na taxa de proliferagdo quando comparado com as células
cultivadas na presenca de meio somente (Figura 17). Os resultados evidenciaram
ainda que as células da linhagem SCC-25 cultivadas na presenca IL33 na
concentragdo de 10ng/mL apresentaram taxa de proliferagdo semelhante ao
observado para as células cultivadas na presenca apenas do meio de cultura (Figura
17B).

4.8 Células da linhagem tumoral Detroit 562 quando estimuladas com IL-33
apresentaram maior motilidade e atividade proliferativa.

As imagens de microscopia de contraste de fase com realce artificial demostram
o progresso de fechamento da ferida apos a estimulagdo das células da linhagem
tumoral Detroit 562 com IL-33 (10, 50 e 100ng/ml) (Figura 18). Ao analisarmos o efeito
de IL-33 na motilidade de células da linhagem Detroit 562, os resultados
demonstraram que as células da linhagem tumoral Detroit 562 estimuladas com IL-33
apresentaram motilidade progressiva, mas, ndo foram observadas diferengas
significativas entre as diferentes concentragdes de IL-33 (Figura 19), em comparacgéo

as células cultivadas na auséncia deste estimulo.
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Figura 17. Resposta proliferativa da linhagem tumoral SCC-25 estimuladas com
diferentes concentragdes da citocina IL-33. (A) Imagens de microscopia de contraste de
fase mostrando a cultura das células SCC-25. As imagens no quadro superior foram
adquiridas em tempo Oh e as do quadro inferior apds 24h de cultivo. B) O grafico ilustra a
progressao da resposta proliferativa durante o periodo de 40 horas. Os dados sao
apresentados como média £ SEM de trés experimentos. ***p<0,0001. One-Way ANOVA.
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Figura 18. Fotomicrografias do ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral
Detroit 562. Imagens de microscopia de contraste de fase com realce artificial mostrando o
progresso de fechamento da ferida. As imagens foram adquiridas em tempo Oh e as do
quadro inferior apés 24h de cultivo. Em amarelo é representada a ferida e em azul as
camadas de confluéncia a partir das bordas.
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Figura 19. Ensaio de fechamento de ferida da linhagem tumoral Detroit 562
estimuladas com diferentes concentragées da citocina IL-33. (A) O grafico ilustra a
progressao densidade e confluéncia da ferida durante o periodo de 45 horas. (B) Densidade
relativa da confluéncia da ferida em porcentagem apds 24h. Os dados sao apresentados
como média + SEM de trés experimentos. One-Way ANOVA.
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Posteriormente, analisamos a influéncia IL-33 na proliferagdo destas células
(Figura 20). Os resultados evidenciaram que as células da linhagem Detroit 562
cultivadas na presenca da citocina IL-33, na concentracdo de 50 e 100ng/ml,
apresentaram aumento na taxa de proliferagdo quando comparado com as células
cultivadas na presenga de meio ou SBD 10% (Figura 20). Ademais, as células
cultivadas na presenga IL33 na concentragdo de 10ng/ml apresentaram taxa de
proliferagdo semelhante ao observado para as células cultivadas com meio de cultura
(Figura 20B).

4.9 Invasao/migragao, in vitro, das células da linhagem tumoral SCC-25 é
induzida por IL-33.

Dados da literatura indica que IL-33 promove a proliferacdo e invasao de
células da linhagem celular de cancer de ovario (TONG; BARBOUR; HOU; GAO et
al., 2016). Contudo, o papel de IL33 em mediar a invasédo de células da linhagem
SCC-25 e Detroit 562 ainda nao foi completamente esclarecido. Considerando estes
dados, a préxima etapa foi analisar o efeito de IL33 na capacidade de invasao destas
duas linhagens celulares (Figura 21).

Os dados apresentados demonstraram que as células da linhagem tumoral
SCC-25 estimuladas com a citocina IL-33 apresentaram aumento da capacidade
invasiva em comparagao com as células cultivadas na presenga de meio (Figura 21).
Contudo, apenas os resultados obtidos apds a exposigdo a citocina IL-33 na
concentragédo de 100 ng/ml apresentaram diferencgas estatisticas significativas. Como
comentado previamente, as células da linhagem Detroit 562 ndo apresentaram
capacidade de atravessar a membrana revestida de Matrigel, mesmo apds a
estimulagcdo com diferentes concentragdes da citocina IL-33 (dado ndo apresentado).
Estes dados indicam correlagédo entre a sinalizacdo mediada pela citocina IL-33 e a
capacidade invasiva de células da linhagem SCC-25.
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Figura 20. Resposta proliferativa da linhagem tumoral Detroit 562 estimuladas com
diferentes concentragoes da citocina IL-33. (A) Imagens de microscopia de contraste de
fase mostrando a cultura das células Detroit 562. As imagens no quadro superior foram
adquiridas em tempo Oh e as do quadro inferior apds 24h. B) O gréfico ilustra a progresséao
da resposta proliferativa durante o periodo de 60 horas. Os dados sdo apresentados como
média £ SEM de trés experimentos independentes. ***p<0,0001. One-Way ANOVA.
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Figura 21. Ensaio de invasao e migracdao em transwell para células da linhagem
SCC-25 estimuladas com a citocina IL-33. (A) As barras representam o numero de
células que atravessaram a membrana. Os resultados sao apresentados como média +
SEM de trés experimentos independentes. *p<0,05. One-Way ANOVA.
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4.10 IL-33 diminuiu a expressao do receptor ST2 na linhagem de células
tumorais SCC-25.

A funcdo biologica da IL-33 depende da expressdo do receptor ST2 na
membrana das células alvo (KAKKAR; LEE, 2008). Nesse sentido, avaliamos por RT-
gPCR a expressao dessa molécula nas células da linhagem tumoral SCC-25 e Detroit
562. Apesar de ndo haver diferengca estatistica significativa, os resultados
evidenciaram diminui¢cao na expressao de ST2 em células da linhagem SCC-25 apos
estimulo com IL-33 na concentragédo de 50ng/ml (Figura 22A). Em relag&o as células
da linhagem tumoral Detroit 562, os resultados evidenciaram aumento da expresséo
de ST2 apos a estimulacdo com IL-33, apesar de ndo termos observada diferenca
estatistica significativa (Figura 22B).

Com o objetivo de verificar se o0 meio condicionado dos macréfagos M1 e M2
alteraria a expressao do gene /L-33 e ST2 nas linhagens tumorais SCC-25 e Detroit
562, utilizou-se a técnica de PCR em tempo real. Os resultados demonstraram que do
meio condicionado da cultura dos macréfagos M1 induziu aumento da expresséo IL-
33 (Figura 23A) e ST2 (Figura 23B) por células da linhagem SCC-25. Contudo,
detectamos diferenga estatistica significativa apenas para a expressao de /L-33. Com
relagdo a estimulagdo com o meio condicionado de macrofagos M2, encontramos
inducdo da expressédo de IL-33 e ST2 e esta diferenga estatistica foi significativa
(Figura 23A e 23B).

Ao analisarmos a expresséo de /L33 e ST2 em células da linhagem Detroit 562,
os resultados evidenciaram que o meio condicionado dos macréfagos M1 induziu
aumento da expressao destes genes (Figura 23C e 23D), quando comparado as
células estimuladas com meio. De modo relevante, o meio condicionado da cultura
dos macrofagos M2 induziu aumento na expressédo de ST2 e diminui a expressao de
IL-33 por células da linhagem Detroit 562, e estes valores apresentaram diferencga
estatistica significativa (Figura 23C e 23D).
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Figura 22. Expressao do gene ST2 em células da linhagem tumoral SCC-25 e Detroit
562 por PCR em tempo real. As células da linhagem tumoral SCC-25 (A) e Detroit 562 (B)
foram estimuladas com IL-33 (50ng/mL) e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em
tempo real utilizando iniciadores especificos para cada gene mostrado. Os valores de
expressado de cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de
mediana. Test t.
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Figura 23. Expressao dos genes IL-33 e ST2 em células da linhagem tumoral SCC-25
e Detroit 562 por PCR em tempo real. As células da linhagem tumoral SCC-25 (A-B) e
Detroit 562 (C-D) foram estimuladas com o meio condicionado da cultura dos macréfagos
M1 e M2 e o cDNA foi empregado em ensaios de PCR em tempo real utilizando iniciadores
especificos para cada gene mostrado. Os valores de expressdao de cada gene estao
mostrados para cada tratamento, indicando o valor de mediana. *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,0001. M1: meio condicionado da cultura de macréfagos M1; M2: meio condicionado
da cultura de macrofagos M2. One-Way ANOVA.
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4.11 Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 e Detroit 562.

Por fim, avaliamos o efeito de IL-33 na expressao EZH2, MYC, MYCN, NANOG,
SOX2, AURKA, CHGA, EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 e
Detroit 562, por PCR em tempo real.

Os resultados evidenciaram que IL33 induziu aumento a expressdo de NANOG
em células da linhagem tumoral SCC-25, contudo, estes valores ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa (Figura 24B). De modo contrario, IL33 induziu
diminuicdo estatistica significativa da expressdao de MYC em células da linhagem
tumoral SCC-25 (Figura 24C). Os resultados evidenciaram ainda que IL-33 n&o alterou
de forma significativa a expressao dos genes SOX2 (Figura 24A), MYCN (Figura 24D),
SYP (Figura 24E) EPCAM (Figura 24F) EZH2 (Figura 24G), CHGA (Figura 24H), e
AURKA (Figura 241).

Em relagdo os resultados observados para as células da linhagem tumoral
Detroit 562, a citocina IL-33 induziu aumento da expressdo do gene NANOG (Figura
25B) e estes valores ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Por outro
lado, IL-33 induziu diminui¢ao estatistica significativa da expressao dos genes SOX2
(Figura 25A), MYC (Figura 25C), SYP (Figura 25E) e EZHZ2 (Figura 25G), quando
comparado ao meio. Ademais, a estimulagdo com a citocina IL-33 n&o alterou de
forma significativa a expressao dos genes MYCN (Figura 25D), EPCAM (Figura 25F),
CHGA (Figura 25H) e AURKA (Figura 25I).
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Figura 24. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral SCC-25 por PCR em tempo real. As
células foram estimuladas com IL-33 e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-qPCR
utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores de expressao de
cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de mediana. *p<0,05.
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Figura 25. Expressao dos genes EZH2, MYC, MYCN, NANOG, SOX2, AURKA, CHGA,
EPCAM e SYP em células da linhagem tumoral Detroit 562 por PCR em tempo real. As
células foram estimuladas com IL-33 e o cDNA foi empregado em ensaios de RT-qPCR
utilizando iniciadores especificos para cada gene analisado. Os valores de expressao de
cada gene estdo mostrados para cada tratamento, indicando o valor de mediana. *p<0,05;
**p<0,01, ***p<0,0001. Test t.
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5 DISCUSSAO

A presenga de células do sistema imune no microambiente tumoral é uma
evidéncia da resposta do hospedeiro contra o tumor. Dentre as células que compdem
esse infiltrado inflamatério, os macréfagos sdo as ceélulas predominantes e dados
indicam que sdo um dos componentes mais importantes do microambiente tumoral.
Os macrofagos séo células do sistema imune inato, dotadas de alta plasticidade e que
se diferenciam dos mondcitos classicos circulantes apds extravasamento para os
tecidos (GORDON; TAYLOR, 2005). Os macrofagos podem detectar e responder a
infeccdes e lesdes nos tecidos, desempenhando um papel fundamental na
homeostase no reparo e remodelamento tecidual (DENARDO; RUFFELL, 2019;
GINHOUX; GUILLIAMS, 2016; LAVIN; MORTHA; RAHMAN; MERAD, 2015;
SOLINAS; SCHIAREA,; LIGUORI; FABBRI et al., 2010; VAN FURTH; COHN, 1968).

Durante a carcinogénese, os macrofagos com perfil antitumoral exibem a
polarizagdo para o fenotipo M1 e desempenham papel relevante na eliminagdo de
células neoplasicas. Devido fatores presentes no microambiente tumoral, os
macrofagos associados ao tumor podem adquirir o fenétipo semelhante a M2, ou seja,
pro-tumoral (MANTOVANI; MARCHESI; MALESCI; LAGHI et al., 2017). Os
macrofagos M2 promovem a progressao tumoral, estimulando a angiogénese e
linfangiogénese, a proliferagdo de células neoplasicas e a transigdo epitelial-
mesenquimal, e dados indicam que essas células poderiam ainda limitar a eficacia
das terapias pois induzem um microambiente imunossupressor e promovem a
metastase (DENARDO; BRENNAN; REXHEPAJ; RUFFELL et al., 2011;
MANTOVANI; MARCHESI; MALESCI; LAGHI et al., 2017; QIAN; ZHANG; LI; HE et
al., 2015). Estudos apontam fortemente a intrinseca relagdo entre macréfagos
associados ao tumor e a progressao do cancer em muitos tipos de neoplasias,
incluindo cancer de figado, mama, estdbmago e pulmao (CHEN; ZHANG; WANG,;
ZHANG, 2017; KONG; ZHU; XU; ZHANG et al., 2013; YUAN; HSIAO; CHEN; CHEN
et al., 2015). Entretanto, poucos dados sao encontrados correlacionando macrofagos
M1 e M2 e o carcinoma espinocelular. Portanto, no presente trabalho foi avaliado se
os fatores derivados de macréfagos poderiam interferir com a atividade de células
neoplasicas, especificamente de carcinoma espinocelular. No presente estudo,
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verificou-se que macrofagos com fendtipo M2 possuem uma maior influéncia na
progresséo in vitro do carcinoma espinocelular, assim como a citocina IL-33.
Inicialmente analisamos o efeito do meio condicionado da cultura de
macrofagos M1, na linhagem de células tumorais SCC-25. Os dados evidenciaram
que o meio condicionado da cultura dos macrofagos M1, promoveram uma diminuigéo
da capacidade migratoria e proliferativa nesta linhagem tumoral. De modo similar,
estudos demonstraram que o meio condicionado de macrofagos M1 também levou a
inibicdo da proliferagao de células da linhagem celular de céncer de colon, através da
indugéo de apoptose (BUHTOIAROV; SONDEL; WIGGINTON; BUHTOIAROVA et al.,
2011; ENGSTROM A; ERLANDSSON A; DELBRO D, 2014 ). Em adigéo, Yuan e
colaboradores avaliando o tratamento com o meio condicionado de macréfagos M1,
verificaram uma diminui¢do significativa da viabilidade e proliferacdo de células de
carcinoma pulmonar humano, redu¢ao da angiogénese in vitro e in vivo, bem como a
capacidade de invasao. Além disso, relatou fatores como a apoptose e a senescéncia
na contribuigdo do efeito antitumoral dos macrofagos M1 (YUAN; HSIAO; CHEN;
CHEN et al, 2015). Apesar dos importantes achados sobre apoptose e sua
contribuicdo nos efeitos antitumorais de M1, em nosso estudo ndo analisamos a
apoptose das células. Dados da literatura indicam que a linhagem celular SCC-25
apresenta comportamento menos agressivo e sem desenvolvimento de metastases
regionais ou distantes (CHEN; LIN; CHIA; LIN et al., 2009). Chen e colaboradores
demostraram que essas células induziram a formagao de tumores em camundongos
com imunodeficiéncia combinada grave, mas ndo em camundongos atimicos (CHEN;
LIN; CHIA; LIN et al, 2009). Em nosso estudo, o sobrenadante da cultura de
macrofagos M1 estimulou a invasao das ceélulas da linhagem tumoral SCC-25. Dados
de outros estudos demostraram que as interagdes com macréfagos podem aumentar
a capacidade de invasdo e a atividade de degradagdo da matriz das células
cancerosas (MANTOVANI; SCHIOPPA; PORTA; ALLAVENA et al., 2006). Ademais,
0 sobrenadante da cultura de macrofagos M1 estimulou a expresséo de /IL-33 e seu
receptor ST2, assim como em genes relacionados a plasticidade tumoral SOX2,
NANOG, CHGA e EPCAM em células da linhagem tumoral SCC-25. No entanto houve
diminuicdo da expressao de MYCN, AURKA. A expressdo de SOX2, NANOG e
EPCAM em células tumorais pode induzir a proliferacdo, migracdo e invasao de
células tumorais e manter a capacidade de auto renovacdo das células-tronco
tumorais (LIU; LIN; ZHAO; YANG et al., 2013) (GONG; LIAO; GUO; QIN et al., 2012;
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HU; XU; LIANG; ZHANG et al., 2016; MENG; ZHENG; WANG,; LIU et al., 2010; SIU;
WONG; KONG; CHAN et al., 2013). A regulacéo positiva da expressao desses genes
como verificado em nossos estudos, tem sido associada a transicdo epitélio
mesenquimal (PATRIARCA; MACCHI; MARSCHNER; MELLSTEDT, 2012). A
expressao de SOX2 é regulada positivamente no HNSCC e esta associada ao
desenvolvimento, transformacdo, metastase tumoral e linfonodos (CURTARELLI,
GONCALVES; DOS SANTOS; SAVI et al., 2018). A expressao do gene CHGA esta
relacionado com a diferenciacdo neuroenddcrina e estudos relataram a associagao
desse gene com mal prognostico em carcinoma de células escamosas (NISMAN;
HECHING; BIRAN; BARAK et al., 2006; REKHTMAN, 2010). Em carcinoma
hepatocelular, as células co-cultivadas com macrofagos do fendtipo M1, apresentaram
inibicdo da via de sinalizagdo IL-6/STAT3, ocasionando redugdo da viabilidade,
proliferacdo, invasao, migragao e resisténcia as drogas (YIN; MA; LIN; LU et al., 2018).
Portanto, a ideia de explorar a plasticidade dos macrofagos por meio da
reprogramacgao do seu fendtipo emerge como uma abordagem terapéutica potencial
para o tratamento do cancer.

Em relagcéo ao efeito do meio condicionado da cultura dos macréfagos M1 na
linhagem de células tumorais Detroit 562, os nossos resultados demonstraram que
este mediou efeitos diversos na linhagem celular Detroit 562. Os resultados
mostraram o aumento da motilidade destas células na linhagem celular Detroit 562.
No entanto, o meio condicionado da cultura dos macréfagos M1 levou a diminuigao
da proliferagdo desta linhagem celular. Ademais, regulou positivamente a expresséo
do receptor ST2, assim como promoveu aumento da expressdo dos genes EZH?2,
MYCN, NANOG, SOX2, AURKA e CHGA. No entanto o gene EPCAM, teve sua
expressdo reduzida. EZH2 pode regular a angiogénese tumoral, apoptose, EMT
(ZHOU; REN; KONG; CAI et al., 2015), migracdo e invasao celular (WANG; LIU;
CHEN; HUANG et al., 2013). Pouco se sabe sobre o aumento da expressao de MYCN
no carcinoma espinocelular. Sabe-se que o nivel de MYC em tecidos de carcinoma
epidermoide de es6fago € significativamente maior do que em tecidos ndo cancerosos
(XIN; XIN; SHI; SONG et al., 2018). O gene AURKA atua na formacé&o do fuso mitético
e na segregacdo cromossOmica (NIKONOVA; ASTSATUROV; SEREBRIISKII;
DUNBRACK et al., 2013). Ademais, a modulagao positiva do gene AURKA possui
efeitos oncogénicos (ZHENG; YUE; LI; HE et al., 2016).
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Dados da literatura indicam que a presenga de macréfagos M2 no
microambiente tumoral esta relacionado a mal progndstico em pacientes portadores
de glioma, linfoma, carcinoma de células renais e carcinoma espinocelular (HASITA,
KOMOHARA; OKABE; MASUDA et al., 2010; KOMOHARA; HASITA; OHNISHI;
FUJIWARA et al., 2011; KOMOHARA; OHNISHI; KURATSU; TAKEYA, 2008; NIINO;
KOMOHARA; MURAYAMA; AOKI et al., 2010). Assim, também investigamos o efeito
do meio condicionado da cultura de macrofagos M2 na linhagem tumoral SCC-25. Os
resultados obtidos demonstraram que o meio condicionado da cultura dos macréfagos
M2, promoveu um aumento da motilidade, resposta proliferativa e invasiva, levando a
uma progressédo do céancer. Estudos in vitro em cancer de pulm&o mostrou que a
infiltracdo de macrofagos M2 no estroma tumoral estava associado com prognosticos
ruins, assim como em amostras de cancer de mama (GWAK; JANG; KIM; SEO et al.,
2015; WU; WU; ZHAO; HUANG et al., 2016). Além disso, no microambiente tumoral
do carcinoma espinocelular a presenga de macréfagos M2 tem sido associado a
resultados clinicos desfavoraveis (ALVES; DIEL; LAMERS, 2018).

Nessa mesma linhagem tumoral, foi observado que o meio condicionado da
cultura de macréfagos M2 promoveram aumento das expressdes dos genes /IL-33 e
ST2, assim como dos genes NANOG e EPCAM. Contrariamente, promoveu a
diminuicdo das expressdes génicas de MYC, MYCN, AURKA e CHGA quando
comparada ao controle. MYC contribui para a promocéao da proliferacdo descontrolada
e exerce efeitos na adesdo celular, metabolismo, angiogénese e instabilidade
gendmica (EISENMAN, 2001). O meio condicionado da cultura dos macréfagos M2,
influenciou regulagdo negativa na expressao de MYC nas células tumorais, levando
ao acumulo das células na fase G0/G1 do ciclo celular e interrompendo seu
crescimento com consequente apoptose (HOFFMAN; LIEBERMANN, 2008).Na
linhagem tumoral Detroit 562, verificamos diminuicdo da motilidade destas células
tumorais apds o estimulo do meio condicionado de macréfagos M2. No entanto, o
contrario foi verificado em relagdo a proliferacdo celular, uma vez que meio
condicionado da cultura dos macrofagos M2 estimulou a proliferagdo destas células.
Isso indica que a competéncia funcional dos macrofagos varia dependendo do tipo de
tumores e seus respectivos microambientes.

Estudos mostraram que o meio condicionado coletado de macrofagos M2
promoveu a mobilidade, migragdo e invasao de células de cancer colorretal com a
ajuda de exossomos derivados de macréfagos M2 (LAN; SUN; XU; LIU et al., 2019).
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Ademais, Hagemann e colaboradores em seus estudos verificaram que o co-cultivo
com macrofagos aumentam a capacidade de invasao de células cancerosas de mama
fracamente invasivas devido a regulacdo positiva dependente de TNF-a de
metaloproteases de matriz (HAGEMANN; ROBINSON; SCHULZ; TRUMPER et al.,
2004). Outros achados da literatura mostraram que, o meio condicionado de
macrofagos M2 induz EMT e aumenta drasticamente a capacidade de migragéo e
invasdao no HNSCC, o que revela que a alteragdo secretora especifica apds a
polarizagdo M2 de macrofagos pode contribuir para a metastase do carcinoma
espinocelular de cabega e pescogo (MENG,; LI; LI; GAO et al., 2015).

Diminuig&o da expressao de |IL-33 foram observadas. O meio condicionado dos
macrofagos M2 modulou a expressédo de IL-33 nas células tumorais Detroit 562,
sugerindo diminuigdo dos efeitos pro-tumorais. Estudos mostraram que a expresséo
diminuida da IL-33 no cancer colorretal, tem relacdo com caracteristicas protetoras
(LARSEN; MINAYA; VAISH; PENA, 2018). No entanto, outros estudos reportaram
uma maior expressao génica de IL-33 em tecidos de glioma e glioblastoma do que em
tecido cerebral normal, se correlaciona com menor sobrevida global e livre de
progressédo e sobrevida global que individuos que apresentam mesmo tumor com
baixa expressao dessa citocina (ZHANG; WANG,; JI; DING et al., 2017).

Observou-se também a diminuigdo da expressao dos genes MYCN, CHGA,
EPCAM e SYP. Por outro lado, verificamos aumento das expressdes génicas de
EZH2, NANOG, AURKA, quando comparados ao controle. Pouco se sabe sobre a
expressao da Sinaptofisina (SYP) no carcinoma espinocelular. A baixa expressao do
gene SYP pode indicar certa propensao a especializagdo neuroendocrina dentro da
capacidade de diferenciagao pluripotente dessas células. Essa diversidade esta bem
dentro do espectro de diferenciagdo de muitas células-tronco e tumores,
especialmente aqueles de origem epitelial (LEUBE, 1994). Em nossos estudos, a
diminuicdo da expressao do gene SYP, apos estimulagdo com o meio condicionado
da cultura dos macréfagos M2, pode indicar certa propensdo a especializagéo
neuroendocrina dentro da capacidade de diferenciagcdo pluripotente das células
Detroit 562. Os genes MYC e SOX2 nao apresentaram expressdes génicas
significativas, apds estimulo com o meio condicionado dos macréfagos M2 na
linhagem tumoral Detroit 562. De fato, o resultado do nosso estudo sugere que o meio
condicionado da cultura dos macrofagos M2, influencia a motilidade, proliferagéo e

invasao das células de carcinoma espinocelular.
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IL-33 tem sido correlacionada com a progressao de varios tipos de neoplasias
e associada com baixa sobrevida de pacientes (HATZIOANNOU; BANOS;
SAKELAROPOULOS; FEDONIDIS et al., 2020). A proxima etapa do nosso estudo foi
avaliar os efeitos de IL-33 em influenciar a atividade de células tumorais in vitro. Sabe-
se que o carcinoma espinocelular de cabega e pescogo abrange tumores de diferentes
locais, e que nestes tecidos podem ser observadas diferengas quanto a expressao de
citocinas. Amostras tumorais de pacientes com carcinoma de células escamosas da
laringe, apresentaram uma alta expresséo de IL-33, sendo um fator de progndstico
desfavoravel. Ja em pacientes com carcinoma epidermdide de orofaringe, verificou-
se que o nivel de expresséao de IL-33 nao teve valor progndstico. Por outro lado, em
amostras tumorais de pacientes com carcinoma espinocelular da cavidade oral, a alta
expressao de IL-33, sugeria estar associado a uma maior sobrevida (PENG; SUN;
CHEN; WEN, 2020). De modo relevante, dados da literatura indicam que em
macrofagos, [L-33 desempenha papel na polarizagdo para macrofagos M2
alternativamente ativados (HE; YIN; YUAN; LIU et al, 2017; KUROWSKA-
STOLARSKA; STOLARSKI; KEWIN; MURPHY et al.,, 2009). Ademais, dados da
literatura indicam que IL-33 regula a invasividade da linhagem tumoral celular FADU,
uma linhagem celular de carcinoma espinocelular de cabecga e pescogo (CHEN; NIEH;
JAO; WU et al., 2013), mas nao ha dados disponiveis sobre o efeito desta citocina no
comportamento de células da linhagem tumoral SCC25.

Em nossos estudos, os resultados demonstraram que a IL-33 promove a
proliferagdo, migragdo e invasdo das ceélulas SCC-25. Ademais, nao observamos,
nesta linhagem tumoral, significancia estatistica em relacao ao estimulo com IL-33 nas
expressbes de ST2, contudo, observamos aumento dos genes relacionados a
plasticidade tumoral, SOX2, NANOG, CHGA. Por outro lado, os genes MYC, MYCN,
SYP, EPCAM e AURKA quando estimulados com IL-33 apresentaram diminuicado de
suas expressodes génicas.

Estudos demonstraram que o tratamento com IL-33 recombinante induziu o
fenotipo EMT e a expressao génica de certos fatores, incluindo CXCR4 e IGF-1, que
sdo conhecidos por estarem envolvidos na indugdo de EMT via efetores PI3K-Akt a
jusante em carcinomas de células escamosas orais (CHEN; NIEH; JAO; WU et al,,
2013). Trabalhos provaram com sucesso que a IL-33 facilita consideravelmente a
expressdo do aumento de MMP2 e MMP9 através da via de sinalizagdo AKT,
exacerbando a progressao do cancer de pulmao (YANG; GAO; WANG; XU et al.,
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2018). Além disso, IL-33 acelera o desenvolvimento e metastase do cancer de ovario
por meio da modulagdo da ativacdo das vias de sinalizagdo JNK e ERK (TONG;
BARBOUR; HOU; GAO et al., 2016). Dados mostraram que IL-33 facilita a
transformacao de células epiteliais e a tumorigénese por meio da via de sinalizagéo
IL-33/ST2/COT (Cancer Osaka thyroid) no cancer de mama (KIM; LIM; KIM; YUN et
al., 2015). Contudo, estudos sugeriram que IL-33 poderia conter o desenvolvimento
de céancer de pulméo por indugao de IFN-y e células TCD8", células NK, eosindfilos e
recrutamento de células dendriticas (DOMINGUEZ; YE; GENG; CHEN et al., 2017).
Os mecanismos moleculares subjacentes a indugdo de EMT mediada por IL-33 via
MAPKs, NF-kB e JNK-cJun, precisam, no entanto, ser dissecados em estudos
adicionais.

Estudos in vitro observaram que IL33 desempenha papel importante em
contribuir para a invasdo da linhagem FADU, um tipo de linhagem de carcinoma
espinocelular de cabega e pescogco (CHEN; NIEH; JAO; WU et al., 2013), e dados de
estudos clinicos indicam que a citocina IL33 esta associada a mal prognostico
(ISHIKAWA; YAGI-NAKANISHI; NAKANISHI; KONDO et al., 2014). Mostramos
através de nossos dados, que a estimulagdo das células tumorais com IL-33
aumentou significativamente a migracédo e proliferagdo das ceélulas da linha celular
Detroit 562. A sinalizagao via IL-33 regulou positivamente a ativagado das células
Detroit 562. Dados da literatura indicam que IL-33 promove a migracéo e invasao de
células neoplasicas de tumores gastricos (YU; HU; SHEN; DONG et al., 2015). Zhang
e colaboradores demonstraram que IL-33 promoveu a migragao e invasao de células
de glioma (ZHANG; WANG; YAN; LI et al., 2017). Por outro lado, a eliminagao do ST2
minimizou esse efeito, concluindo que o ST2 tem um papel importante no
desenvolvimento do céancer (CUIl; YUAN; LI; GOLL et al., 2020). Em nosso estudo, a
expressdo de /IL-33 e ST2 em células da linhagem Detroit 562 nao foi alterada apos a
estimulacdo com IL-33. Outros estudos observaram que essa citocina inflamatéria
desempenha um papel importante em contribuir para a invasdo do carcinoma de
células escamosas de cabega e pescogo (CHEN; NIEH; JAO; WU et al., 2013), e esta
associada a um prognostico mal prognodstico (ISHIKAWA; YAGI-NAKANISHI;
NAKANISHI; KONDO et al., 2014). Compreender as caracteristicas imunoldgicas dos
tecidos tumorais é uma ferramenta essencial na projecdo das abordagens

imunoterapéuticas.
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As analises mostraram aumento da expressdo do gene NANOG e uma
diminuicdo significativa do gene SOX2 e SYP. A regulagcédo positiva da expresséo
génica de NANOG esta ligada a tumorigenicidade tanto in vitro quanto in vivo,
enquanto que a diminuigdo da expressao do gene SOX2 esta relacionada com
inibicbes de migragdes celulares e a diminuicdo da expressao do gene SYP se
relaciona com uma certa propensao para a especializagdo neuroendocrina dentro da
capacidade de diferenciacéo pluripotencial do espectro de células tronco e tumores,
especialmente de origem epitelial, no entanto, muito pouco se sabe sobre a expresséo
de SYP no carcinoma espinocelular (GONG; LI; JETER; FAN et al., 2015; LEUBE,
1994; XIANG; LIAO; CHENG; ZHOU et al., 2011). Estudos correlacionaram a elevada
expressdo de NANOG com mau prognostico em varios tipos de cancer como por
exemplo em carcinoma espinocelular oral, mama entre outros (NAGATA; SHIMADA;
SEKINE; MORIYAMA et al., 2017; ZHAO; LIU; CHEN; FANG et al., 2018), por outro
lado, sua regulagcdo negativa induz diferenciagdo de células tronco (DARR;
MAYSHAR; BENVENISTY, 2006). A associacdo da expressdao de SOX2 com a
progressdo de varias células cancerosas foi relatada (HERREROS-VILLANUEVA;
ZHANG; KOENIG; ABEL et al., 2013; LIU; YANG; XU; LIU et al., 2014), mas o papel
de SOX2 nesses canceres permanece controverso. Estudos relataram que SOX2
promove a migracao e invasao de células cancerosas da laringe por indugdo de MMP2
via PISK/AKT alvo mecénico da via da rapamicina (YANG; HUI; WANG; YANG et al.,
2014). Por outro lado, outros estudos indicaram que o aumento da expressédo de SOX2
esta associada a uma melhor sobrevida global em pacientes com cancer de pulméo
de células escamosas tratados com radioterapia adjuvante (HUSSENET; DALI;
EXINGER; MONGA et al., 2010; YOON; PARK; LEE; KEUM et al., 2016).

Assim sendo, os achados laboratoriais do presente estudo, indicaram que tanto
o meio condicionado da cultura dos macréfagos M1 e M2 quanto a ativagéo do IL-
33/ST2 “pathway” possuem ter uma influéncia direta na progresséo tumoral. Porém,
para se entender o real significado dessa intrinseca relagéo, estudos adicionais dever
ser realizados. Enfoques em estratégias terapéuticas para combater o cancer devem
incorporar abordagens baseadas na atracdo e polarizagdo de macréfagos M1,
bloqueio de suas fungbes efetoras pro-tumorais, bem como na reprogramagéo de
macrofagos M2 para a forma M1, assim como terapias anti-IL-33 para um melhor
prognostico dos portadores de tumores.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que:

O meio condicionado de macrofagos M1 promoveu a diminuigdo da
migragao e proliferagcdo das células da linhagem tumoral SCC-25, in
vitro, assim como a diminuigdo da expressao dos genes MYC, MYCN e
SYP. Este mesmo estimulo induziu a invasdo das células da linhagem
tumoral SCC-25, in vitro, assim como 0 aumento da expressédo de SOX2,
CHGA, EPCAM, IL-33 e ST2.

Em células da linhagem tumoral Detroit 562, o meio condicionado de
macrofagos M1 promoveu a diminuicdo da proliferagcao e expressao de
MYC. Por outro lado, este estimulo promoveu o aumento da migragao
destas células, assim como da expressao dos genes /L-33 e ST2.

O meio condicionado de macrofagos M2 promoveu a diminuigdo da
expressao dos genes MYC, AURKA, SYP em células da linhagem
tumoral SCC-25, in vitro. Este mesmo estimulo induziu aumento nas
taxas de migracao, proliferacéo e invasao destas células, além de induzir
a expressao de SOX2, NANOG, CHGA, EPCAM, IL-33 e ST2.

Em células da linhagem tumoral Detroit 562, o meio condicionado de
macrofagos M2 promoveu diminuicdo da migracéo e proliferagdo das
células da linhagem tumoral Detroit 562, in vifro, assim como a
diminuicdo da expressao dos genes MYC, SOX2 e IL-33. Por outro lado,

promove o aumento da expresséo do gene ST2.

O estimulo com diferentes concentragdes de IL-33 induziu 0 aumento da
migragao, proliferagao e invasao das células da linhagem tumoral SCC-
25, in vitro. Por outro lado, diminuiu a expresséo dos genes ST2 e MYC.
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e Em células da linhagem tumoral Detroit 562, o estimulo com IL-33
induziu aumento da migracéo e proliferagao destas células, assim como
aumento da expressao de ST2. Ao mesmo tempo que induziu a
diminuicdo da expressao dos genes MYC, SOX2, SYP e EZH?2.
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