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VACINAC}AO COM CELULAS DE MELANOMA B16-F10 EXPOSTAS A
CROMOMICINA As INDUZ ATIVACAO DA IMUNIDADE ANTITUMORAL.
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Orientador: Prof. Dr. Diego Veras Wilke.

RESUMO

O cancer é um termo dado a um conjunto de doencas de biologia complexa e a
segunda causa de morte no mundo. O melanoma metastatico € um tipo de
cancer que possui alta agressividade, e as terapias mais eficazes ainda
apresentam resposta limitada em menos da metade dos pacientes. Alguns
quimioterapicos citotoxicos de primeira linha, como a doxorrubicina e o
paclitaxel, induzem a ativagédo do sistema imunoldgico do paciente por meio da
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indugdode morte celularimunogénica (ICD, do inglés“immunogenic cell death”),
que € um tipo raro de morte celular regulada, cuja inducdo desencadeia
respostas mais eficazes e duradouras contra o cancer. As células tumorais,
guando sado submetidas a esse tipo de morte, funcionam como uma vacina,
liberando sinais de perigo, que sédo os padrdoes moleculares associados a danos
(DAMPs, do inglés “damage associated molecular patterns”), bem como
antigenos tumorais, que podem ser reconhecidos pelo sistema imunoldgico. As
cromomicinas (CAs) sdo moléculas produzidas por bactérias do género
Streptomyces que possuem atividades biolégicas importantes, como
citotoxicidade contra células tumorais, sendo consideradas promissoras para
aplicacdo na area farmacoldgica. Dessa forma, nesse estudo avaliou-se a
ativagdo da imunidade celular antitumoral através da vacinagdo de
camundongos Mus musculus fémeas da linhagem Black C57BL/6 com células
de melanoma B16-F10 pré-expostas a cromomicina As (CAs). A vacinacao dos
animais foi a etapa inicial dos experimentos de imunofenotipagem de células
dendriticas (DCs, do inglés “dendritic cells”) e linfocitos, bem como do ensaio de
citotoxicidade de esplendcitos de animaisvacinados contracélulas de melanoma
B16-F10. Estes experimentos culminaram em analise de citometria de fluxo.
Além desses experimentos, foram feitas dosagens de citocinas por ensaio

imunoenzimatico (ELISA) tanto do soro dos animais vacinados quanto de



esplendcitos naive em co-cultura com células B16-F10 expostas a CAs. Foi
observado que a exposicdo a CAsinduz liberacdo de citocinas pro-inflamatérias.
A estimulacao de esplendcitosinvitro com células B16-F10 expostas a CAs induz
liberac&o de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a analise do soro de animais
vacinados mostrou a liberacdo de interleucina-12/23 (IL-12/IL-23). Foi visto
também que a vacinacdo com células B16-F10 expostas a CAs ativa DCs e
linfocitos T. A ativacao de DCs foi evidenciada, além da producéo de citocinas,
pelo aumento da populacdo de DCs convencionais do tipo-2 (cDC2, do inglés
“type-2 Conventional Dendritic Cells”) (CD11b*CD11c*) e a expressao dos
marcadores de ativagdo CD80, CD86 e MHC-II na superficie dessas células. A
vacinacao também ativou a populacédo de cDCs do tipo-1 (CD11b-CD11c"), o
que foi visto pelo aumento da expressdo de CD80 e CD86. A ativacédo de
linfécitos T foi evidenciada pelo aumento da expressdo dos marcadores CD69,
CD25 e CD44M"d" em linfécitos T CD4* e T CD8*. Todos os resultados
supracitados tiveram p < 0,05. O presente estudo mostrou ativacdo imunoldgica
antitumoral em animais vacinados com células B16-F10 expostas a CAs. Esses
resultados estimulam a realizacdo de estudos adicionais de desenvolvimento

pré-clinico da CAs como possivel farmaco anticancer.

Palavras-chave: cromomicina As; morte celular imunogénica;, melanoma;

vacinacgao; linfécitos T; células dendriticas.



VACCINATION WITH B16-F10 MELANOMA CELLS EXPOSED TO
CHROMOMICIN A5 INDUCES ACTIVATION OF ANTITUMORAL IMMUNITY.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia da
Universidade Federaldo Ceara. 2024. Aluna:KeillaSantanada Silva Fernandes.
Orientador: Prof. Dr. Diego Veras Wilke.

ABSTRACT

Cancer is a set of diseases with complex biology posing the second cause of
death in the world. Metastatic melanoma is a type of cancer highly aggressive,
and the most effective therapies still show limited responses in less than half of
patients. Some first-line cytotoxic chemotherapy drugs, such as doxorubicin and
paclitaxel, induce the activation of the patient's immune system by inducing
immunogenic cell death (ICD), which is a rare type of regulated cell death. ICD
inducers produce more effective and long-lasting responses against cancer.
Tumor cells, when subjected to this type of death, function as a vaccine,
releasing danger signals, which are damage-associated molecular patterns
(DAMPSs), as well as tumor antigens, which can be recognized by the immune
system. Chromomycins (CAs) are molecules produced by bacteria of the genus
Streptomyces that have important biological activities, such as cytotoxicity
against tumor cells, and are considered promising for application in the
pharmacological area. Therefore, in this study, the activation of antitumor cellular
immunity was evaluated through the vaccination of female Mus musculus mice
of the Black C57BL/6 lineage with B16-F10 melanoma cells pre-exposed to
chromomycin As (CAs). Vaccination of the animals was the initial stage of the
immunophenotyping experiments of dendritic cells (DCs) and lymphocytes, as
well as the cytotoxicity test of splenocytes from animals vaccinated againstB16-
F10 melanoma cells. These experiments culminated in flow cytometry analysis.
In addition to these experiments, cytokine levels were measured by enzyme-
linkedimmunosorbentassay (ELISA) in both serum from vaccinatedanimalsand
naive splenocytes in co-culture with B16-F10 cells exposed to CAs. It was
observed that exposure to CAs induces the release of pro-inflammatory

cytokines. Stimulation of splenocytes in vitro with B16-F10 cells exposed to CAs



induces releasing of tumor necrosis factor-a (TNF-a) and analysis of serum from
vaccinated animals showed the release of interleukin-12/23 (IL- 12/IL-23). It was
also seen thatvaccination with B16-F10 cells exposed to CAS5 activates DCs and
T lymphocytes. The activation of DCs was evidenced, in addition to the
production of cytokines, by the increase in the population of type-2 conventional
DCs (cDC2) (CD11b*CD11c*) and the expression of the activation markers
CD80,CD86and MHC-Il on the surface of these cells. Vaccination also activated
the type-1 cDC population (CD11b-CD11c*), which was seen by increased
expression of CD80 and CD86. The activation of T lymphocytes was evidenced
by the increased expression of the markers CD69, CD25 and CD44high on CD4*
T and CD8* T lymphocytes. All aforementioned results showed p < 0.05. The
present study showed antitumor immune activation in animals vaccinated with
B16-F10 cells exposed to CAs. These results encourage additional studies on

the preclinical development of CAs as a possible anticancer drug.

Keywords: chromomycin As;immunogenic cell death; melanoma; vaccination; T

lymphocytes; dendritic cells.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

Cancer € um termo dado a um conjunto heterogéneo de doencas
caracterizadas pelo crescimento anormal de células, que podem invadir e
colonizartecidos vizinhos e se espalhar para outros 6rgaos através da metastase
(TORRE et al., 2015; INCA, 2015). O cancer pode comecar em todas as partes
do corpo, pois o processo de proliferacdo e divisdo celular € natural para as
células normais. Quando essas células envelhecem ou se apresentam
danificadas, elas sdo direcionadas a algum tipo de morte, e novas células séo
geradas. No entanto, quando as células ganham habilidades de evaséo do

controle celular, o cancer pode se desenvolver (NCI, 2015).

No cancer, ha perda de controle de lise celular, falha no reparo de
DNA, bloqueio de checagem e inumeros outros fatores que levam ao
desenvolvimento do cancer. Desse modo, o cancer € um manifestacéo de, pelo
menos, 14 importantes alteracdes fisioldgicas que ocasionam defeitos nos
circuitos regulatérios responsaveis por proliferacdo celular normal e
homeostase. Hanahan & Weinberg (2022) abordam essas caracteristicas do
cancerjuntas como um principio organizador que possibilita a compreensao da
vasta diversidade de canceres (Figura 1). A medida que as células normais se
tornam progressivamente neoplasicas, elas adquirem caracteristicas distintivas
em um processo de varias etapas. Ao passo que essas célulasadquirem essas
caracteristicas, elas vao se tornando tumorigénicas e, em ultimo caso,
malignas. Em suma, essas caracteristicas sao capacidades distintas e
complementares que permitem o crescimento de tumores e a disseminagdo
metastatica. Essas alteracbes conferem capacidade as células malignas para
gue elas evadam ao sistema imune e consigam se estabelecer em diversos
orgaos e tecidos (HANAHAN & WEINBERG, 2022).
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Figura 1 - Caracteristicas adquiridas por células neoplésicas, necessarias ao

desenvolvimento de tumores malignos
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Fonte: Traduzida de Hanahan & Weinberg (2022).

Algunsmecanismos sdo adquiridos, devido as mutacdes, para que as
células se tornem malignas. Os tumores sdo formados por células malignas e
células do estroma, que formam um microambiente tumoral (TME, do inglés
“tumor microenvironment”), que contribui para 0 aumento da agressividade da
doenca (HANAHAN & WEINBERG, 2022). Ha interacdo entre células
geneticamente alteradas, células normais, vasos e substancias produzidas
localmente ou que provém da irrigacdo sanguinea. As principais células normais
séo fibroblastos, célulasimunes e célulasendoteliais que podemter participacdo
crucial em diversos processos da progressao tumoral (Figura 2). Essas células
sdo levadas a funcionar em uma nova dinamica tecidual, subvertidas

principalmente pelas préprias células malignas (ONUCHIC & CHAMMAS, 2010).

Apesar de as ceélulas normais do TME poderem influenciar em
processos como angiogénese, metastase e proliferacdo celular, elas

normalmente nao apresentam taxas desreguladas de proliferagdo ou

19



instabilidade genética aumentada. Elas tém sido estudadas como alvos de
novas possibilidades terapéuticas, principalmente no que se diz respeito as
células imunes e seus produtos no microambiente tumoral. Essas células
imunes migram do macroambiente, onde o cancer esta inserido, e passam a
compor o estroma tumoral ou podem estar presentes antes do tumor e contribuir
para o processo carcinogénico (ONUCHIC & CHAMMAS, 2010). Os tumores
sdo semelhantes a 6rgaos, devido a natureza complexa. Justamente por causa
disso, a biologia do cancer s6 pode ser devidamente compreendida através do
estudo do microambiente tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Figura 2 - Células do Microambiente Tumoral (TME)

Célula-tronco
cancerosa

Fibroblasto associado ao cancer
NSED »
Célula endotelial "t?gb
O Q?

} ﬁ ‘ @7 imunoldgicas

@ @@\Qo.

Célula cancerosa

Células inflamatérias

Pericito

Células-tronco e
progenitoras locais e
derivadas da medula
dssea

00600

Célula cancerosa invasiva

Ntcleo do microambiente do Microambiente tumoral Microambiente tumoral
tumor primario invasivo metastatico

Fonte: Traduzida de Hanahan & Weinberg (2011).

O cancer é considerado o principal problema de saude publica do
mundo, estando entre as quatro principais causas de mortes em jovens e adultos
na maioria dos paises. Com a melhoria do saneamento e o desenvolvimento de
vacinas e antibidticos, a mortalidade por doencas infecciosas declinou
extraordinariamente, assim como houve mudanca em relagdo as doencas
cardiovasculares.Dessa maneira, 0 cancerpassou a ser a primeira ou a segunda

causa de mortes de adultos, entre 30 a 69 anos, em 134 dos 183 paises e ocupa
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o terceiro ou o0 quarto lugarem mais 45 paises (IARC, 2020). O cancer continua
crescendo e exercendo forte pressdo fisica, emocional e financeira em
individuos, familias, comunidades e sistemas de saude (WHO, 2020). Isso é
observado especialmente nos paises em desenvolvimento, sendo estes
acometidos por 80% dos 20 milhdes de casos novos da doenca estimados para
2025.

A Ultima estimativa realizada pelo INCA (2022) aponta para o triénio
2023-2025 a ocorréncia de 704 mil novos casos de cancer no Brasil, sendo o
cancer de pele ndo melanoma o mais incidente, seguido pelos canceres de
mama e proéstata, célon e reto, pulmao e estdbmago. Os tipos mais incidentes em
homens serdo préstata, célon e reto, pulméo, estbmago e cavidade oral,
enquanto em mulheres serdo mama, célon e reto, colo do utero, pulméo e
tireoide (Figura 3). O cancer de pele ndo melanoma representara, em média,
31,3% de todos os casos de cancer em homens e mulheres,com 220 mil novos

casos.

Figura 3 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Localizacdo Primaria Casos % Localizacdo Primdria Casos %

Pristata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Calon € reto 21.070 9,2% Calon e reto 23.660 09,7%

Traqueia, brénquio e pulméo 18.020 7.5% 1 Colo do Gtero 17.010 7.0%

Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmio  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tirecide 14.160 3,8%

Esdfago 8.200 3,4% Estémago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do (tero 7.840 3.2%

Laringe 6.570 2,7% Ovdrio 7.310 3,0%

Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.620 2,3%

Figado 6.300 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondades para miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2022).

A partir de 2022, segundo a Agéncia Internacional para Pesquisas em
Cancer(IARC, 2022), haveraum incrementode 85% em relacdo ao anode 2022
na Ameérica Latina. A previsdo global de cancer é de 33+ milhdes de novos
casos até o ano de 2050 (Figura 4). Os aumentos estimados na incidéncia de
cancer de 2022 a 2040, usando alteracdes demograficas, ocorrerdo em todos

0s paises, mas 0s aumentos previstos s&0 maiores nos paises com Indice
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de Desenvolvimento Humano (IDH) mais baixo.

Figura4 - Numero estimado de novos casos de todos os canceres

entre 2022 e 2050, para ambos os sexos (idade entre 0-85+)
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Fonte: Traduzida de IARC (2022).

1.2 Melanoma

H& diferentes tipos de cancer que podemcomecar na pele. Os
principais tipos de céncer de pele sdo carcinoma espinocelular, carcinoma
basocelulare melanoma (NCI, 2020). O INCA (2022) estimou 8.980 novos casos
de cancer melanoma para o triénio 2023-2025. Apesar de ser o tipo de cancer
de pele menos incidente, € o mais agressivo devido sua capacidade de

metastase. O melanoma € uma doenca que se caracteriza pela formacao de
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célulasmalignasa partir dos melandcitos, célulasque produzem melaninae séo
encontradas na parte mais profunda da epiderme. O melanoma ¢é
potencialmente agressivo porque pode invadir tecidos proximos e migrar para
outras partes do corpo, como pulmao, figado, osso e/ou cérebro. A maioria das
mortes por cancer de pele é causada por melanoma (ACS, 2019; NCI, 2020).

Os melandcitos sdo responsaveis por produzir pigmentos que sao
importantes na prote¢do contra danos no DNA induzidos por UV. Quando h&a
perda de controle,os melandécitos comecam a crescer de maneiradescontrolada
e adquirem a capacidade de migrar para fora da pele, processo inicial do que
pode ser o melanoma (Figura 5). As alteragbes na pele podem resultar do
excesso de radiacdo solar, predisposicdo genética, contato com substancias
cancerigenas etc. De uma forma geral, os melandcitos mudam gradualmente
para células malignas como consequéncia de alteracdes aberrantes nos niveis
moleculares e bioquimicos (CORICOVAC et al., 2018).

Figura 5 - Progresséo tumoral do melanoma baseada no modelo Clark
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Fonte: Traduzida de Seuradge & Wong (2006).

A maioria, cerca de 95%, consiste em tumores que surgem nas
superficies da pele expostas ao sol, podendo também ocorrer no olho, nas

meninges e nas mucosas do trato gastrointestinal e genital. No Brasil, o niumero
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de casos novos estimados para o triénio 2023-2025 sera de 4.640 em homens
e de 4.340 em mulheres (INCA, 2023). Ele representa apenas 3% das
neoplasias malignas do 6rgdo, mas é considerado o tumor cutaneo de maior
importancia, pois, se diagnosticado tardiamente, pode levar a 80% das mortes
causadas por cancer de pele (BANDERCHI et al, 2013; GBM, 2020). Portanto,
€ o tipo de cancer de pele mais fatal, devido a sua agressividade e alta taxa de
mortalidade (OLIVEIRA, 2011; CORICOVAC et al., 2018).

E importante ressaltar que esse tipo de cancer é dividido em
melanoma ndo metastatico e metastatico. O metastatico € o mais preocupante,
pois existem poucas opcbes de tratamento eficazes quando o estagio é
avancado. Quando o melanoma é diagnosticado em estagio inicial, sendo
removido cirurgicamente, é considerado uma patologia com bom prognéstico;
0 mesmo nao acontece para 0 melanoma metastatico, considerado avancado.
Por conta disso, os esfor¢os nas ultimas décadas tém sido principalmente em
relacdo a prevencao e diagnostico precoce do melanoma (CORICOVAC et al.,
2018).

A dacarbazina e a temozolomida sdo dois dos farmacos mais
utilizados para o tratamento do melanoma. Apesar disso, a eficacia é
considerada baixa, com uma taxa de sobrevida reduzida (TEIMOURI et al.,
2012; LUKE et al., 2017). A imunoterapia e a terapia direcionada também tém
sido utilizadas nos ultimos anos, principalmente quando o estagio do melanoma
€ muito avancado. A imunoterapia pode ser utilizada de forma isolada ou em
associacao a outras formas de tratamento, como a terapia alvo-direcionada. O
principio da imunoterapia € se valer do proprio sistema imunoldgico do paciente

para combater o cancer (NCI, 2020).

Novas estratégias de tratamento foram desenvolvidas, como 0s
farmacos inibidores de checkpoint imunologico. Dentre esses tipos de farmacos,
destaca-se o ipilimumabe, que atua bloqueando o CTLA-4, um receptor
expresso em linfocitos T. O CTLA-4 atua regulando negativamente a ativacéo
dos linfécitos T, impedindo uma resposta imunolégica dependente de células T
(LARKIN et al, 2015). Outro importante inibidorde checkpoint imunoldgico é o
nivolumabe, que age blogueando o receptor da morte programada (PD-1),

impedindo a ligacdo com o ligante de morte programada 1 (PD-L1)
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(MAVERAKIS et al, 2015; QUEIROLO et al., 2019). Alguns estudos
demonstraram que pacientes que utilizaram esses medicamentos em

monoterapia ou em terapia combinada obtiveram um aumento consideravel no
tempo de sobrevida (LARKIN et al., 2015; QUEIROLO et al., 2019).

1.3Morte Celular Imunogénica

A morte celularregulada (RCD, do inglés “regulated cell death”) é um
conjunto de mecanismos geneticamente codificados que agem para a
eliminacdo direcionada de células supérfluas, irreversivelmente danificadas ou
potencialmente prejudiciais. Ao contrario da morte celular,a RCD depende de
um maquinario molecular complexo, que pode ser modulado por farmacos ou
intervengdes genéticas, de forma que seja retardado ou acelerado. Células de
mamiferos, quando expostas a perturbacdes irreversiveis do microambiente
intracelular ou extracelular, podem ativar uma das cascatas de transducéao de
sinal, levando-as a morte. Existem 12 tipos diferentes de RCD, sendo cada uma
iniciada e propagada por mecanismos moleculares interconectados, podendo
manifestar-se com um espectro de caracteristicas morfolégicas (Figura6). Essas
caracteristicas variam de totalmente necroticas a totalmente apoptoticas, com
um perfil imunomodulador que varia de anti-inflamatério e tolerogénico a pré-
inflamatério e imunogénico. Desse modo, as alteracbes morfolégicas e
bioquimicas permitem distinguir os tipos de morte em estudos experimentais
(GALLUZZI et al., 2018).

Em algumas circunstancias, a RCD induzida por estresse celular pode
desencadear uma resposta inflamatéria que pode culminar na ativacdo da
imunidade adaptativa, impulsionada com o estabelecimento de memodria
imunoldgica de longo prazo (GALLUZZI et al., 2020). Essa forma rara de RCD é
denominada morte celular imunogénica (ICD, do inglés “Immunogennic Cell
Death”), desencadeada na presenca de antigenos de células em processo de

morte, principalmente células tumorais (BEZU et al., 2018).

Isso acontece devido a liberagédo de padr6es moleculares associados
a danos (DAMPs, do inglés “Damage Associated Molecular Patterns”), que sdo

sinais de perigo, também chamados “alarminas” (GALLUZZI et al., 2018). Os
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DAMPs sédo liberados em estresse de reticulo endoplasmético, autofagia,
apoptose e necrose secundaria e sdo responsaveis pela ativacdo de uma

cascata de eventos que culmina numa resposta imune antitumoral especifica.
Para que a ICD ocorra, € necessario haver a plena inducéo de liberacédo de

DAMPs pelas células tumorais, além de um sistema imune eficiente para a
percepcao dos efetores imunologicos (HUMEAU et al., 2020; VANMEERBEEK

et al.,, 2020). A capacidade da RCD de impulsionar a imunidade adaptativa
depende de dois parametros principais: antigenicidade e adjuvanticidade

(GALLUZZ] et al., 2020).

Figura 6 - Principais sub-rotinas de morte celular regulada
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Fonte: Traduzida de GALLUZZI et al., 2018.

A antigenicidade esta relacionada a expressao e apresentacdo de

antigenos por células apresentadoras de antigenos (APCs) para linfocitos T
naive. Em condi¢cfes normais, as células sao limitadas em sua capacidade de
induzirICD, pelatolerancia central, que impede que 0s antigenos normais sejam

reconhecidos pelos linfocitos. No entanto, as células infectadas, ou malignas,
apresentam antigenicidade suficiente para impulsionar respostas imunes, pois
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expressam uma série de antigenos para os quais os linfécitos normalmente
estdo disponiveis (GALLUZZI et al., 2020).

A adjuvanticidade acontece através da liberacdo ou exposicdo a
DAMPSs, necessarios para o recrutamento e maturacdo de APCs. Embora a
maioria das células contenhaDAMPs em niveis suficientes parainduzirumaforte
estimulacdo de APCs, a sua liberacdo vai depender de respostas intracelulares
impulsionadas pelo estressor inicial. Alémdisso, as condi¢des do microambiente
também tém uma forte influéncia na propensdo de células infectadas ou
malignas iniciarem a resposta imune adaptativa ou ficarem suscetiveis a lise por
linfécitos T citotoxicos (CTLs). Por exemplo, célulastumorais murinas podem ser
irradiadas in vitro e utilizadas para imunizar camundongos contra um desafio de
células viaveis da mesma linhagem. Esse procedimento é semelhante a uma
vacinacao,podendodemonstrar a geracdo de memoéria imunolégica. No entanto,
em condigbes terapéuticas, o microambiente tumoral costuma ser
imunossupressor, 0 que limita a imunidade induzida pela ICD. Dessa forma, a
irradiacdo de uma lesédo neoplasica estabelecida em camundongos geralmente
naoconsegue gerar umaresposta imune com forga suficiente paraerradicar uma
lesdo distante e ndo irradiada (efeito abscopal), excetonse houver o tratamento

adicional com moléculas imunoestimulantes (GALLUZZI et al., 2020).

Em estudos pré-clinicos, foi observado que as antraciclinas e alguns
outros quimioterapicos possuem maior eficiéncia no controle do crescimento
tumoral em camundongos imunocompetentes do que em imunodeficientes, o
que foi posteriormente validado em pacientes oncoldgicos (KROEMER et al.,
2015; GALLUZZ] et al., 2020). Um dos principais mecanismos envolvidos nessa
resposta é a capacidade desses medicamentos de induzirem a ICD, o que
significa que as células tumorais, em processo de morte, ficam visiveis e

reconheciveis pelo sistema imunoldgico (GALLUZZI et al., 2020).

Algunsdos principais DAMPs relacionados a ICD séo: a exposi¢cao de
calreticulina (CRT) e da ERp57 (do inglés, Endoplasmic Reticulum - Resident
Protein 57) na superficie celular, a liberacdo de uma proteina nuclear ndo
histona, 0o HMGB1 (do inglés, High Mobility Group Box Protein 1), a liberacdo de

adenosina trifosfato (ATP) e fosforilacdo do fator de iniciacdo da traducéo

27



eucariotica 2a (elF2a) (BEZU et al., 2018; RADOGNA et al., 2019). A deteccao
desses DAMPs € importante para fazer previsbes sobre a capacidade dos
farmacos quanto a inducédo de ICD. Outros DAMPs também sao importantes
para a ICD, como as proteinas do choque térmico (HSP, do inglés ‘heat shock
protein”), interferons (IFN) do tipo |, anexina A1 (ANXAL1), entre outros (Figura 7)
(KEPP etal., 2014; GOMEZ-CADENA et al., 2016).

Figura 7 - Principais caracteristicas da Morte Celular Imunogénica (ICD)
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Fonte: Traduzida de GALLUZZI et al., 2020.

Para validar a inducédo de ICD por um farmaco ou molécula é
necessario realizar alguns testes in vitro, para: deteccdo de DAMPs,
caracterizacdo fenotipica das células tumorais expostas a alguma molécula
indutora de ICD, avaliacdo de células imunoldgicas em co-cultura com células
em processo de morte apds serem expostas a mesma molécula. No entanto, os
ensaios in vivo sdo considerados o padréo-ouro e Unicos testes validos para a
confirmacédo da inducao de ICD pela molécula em questdo. A vacinacdo € um
dos experimentos in vivo que podem ser realizados para essa finalidade

(GOMEZ-CADENA et al., 2016; HUMEAU et al., 2019; VANMEERBEEK et al.,
2020).
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1.4Produtos Naturais Marinhos

A busca por novos farmacos, em relagdo ao tratamento do cancer,
tem tido uma grande demanda nas ultimas décadas, dando um carater de
urgéncia a prospeccao de novas moléculas. Nesse contexto, sabe-se que os
produtos naturais (PNs) sdo a fonte de diversidade quimica mais importante
para descobertas de novos farmacos. O interesse pela descoberta de
medicamentos derivados de PNs aumentou no mundo em desenvolvimento,
principalmente apos a ado¢do da Convencéo sobre Diversidade Bioldgica, de
1993 (KINGSTON, 2011).

Durante muitos anos, os PNs forneceram a Unica fonte de produtos
farmacéuticos, dando enormes contribuicdes a saude humana por meio de
compostos como quitina, morfina, aspirina, antibioticos, dentre outros. Durante
os anos 1950, o potencial dos PNs como agentes antineoplasicos foi
reconhecido, e diversos estudos foram realizados pelo National Cancer Institute
(NCI) (CRAGG & NEWMAN, 2018). Em comparagcdao aos medicamentos
guimicamente sintetizados, eles possuem diversas vantagens em termos de
novidade de estruturas, biocompatibilidade e diversidade funcional, decorrentes
de processos evolutivos (CHEN et al., 2020).

Na oncologia, a pesquisa de PNs aumentou no século XX,
possibilitando a descoberta de diversas novas substancias. Cerca de 60% dos
farmacos anticancer sdo originados de PNs, especialmente de plantas e
microrganismos. A morbidade relacionada aos quimioterapicos € um dos
maiores inconvenientes associados a quimioterapia classica, tornando
imprescindivel a continua busca por novos farmacos antineoplasicos que sejam
de facil administracdo e que possuam minimos efeitos colaterais (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

Ha umimenso potencial de descoberta de novas moléculas derivadas
de organismos marinhos e microrganismos, dada a diversidade metabdlica
existente e pouco explorada até o momento (Figura 8). A medida que o
conhecimento sobre alvos terapéuticos cresce, aumentatambém a necessidade

e possibilidade de descoberta de novas drogas com potencial terapéutico
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(COSTA-LOTUFO etal., 2010). O ambiente marinho € o maior representante da
biodiversidade do planeta, cobrindo cerca de 70% da superficie da terra e
apresentando 34 dos 36 filos conhecidos (KONIG et al., 1994). O estudo de
produtos naturais marinhos (PNMs) trouxe uma diversidade de moléculas
peculiares, com estruturas complexas nunca descritas, além de potentes
atividades bioldgicas e interacbes com diversos alvos celulares (CRAGG &
NEWMAN, 2018). Os PNs estdo relacionados com complexas interacdes
ecolégicas e em processos fisiolégicos. No caso particular dos PNMs, a
diversidade estrutural destes compostos € resultante de vias biossintéticas
peculiares com caracteristicas proprias, bastante distintas daquelas

encontradas nos organismos terrestres (BLUNT et al., 2017).

Figura 8 - Mapa mundial com destaque para o Brasil e a Zona Econdmica
Exclusiva (ZEE) do Brasil

Fonte: Traduzida de Wilke et al. (2020). Legenda: A insercdo do grafico de barras
representa uma visao geral numérica de produtos naturais marinhos (PNMs) com

potencial anticancer no Brasil, ademais como esses PNMs tém sido estudados.

No ambiente marinho, os invertebrados séo fortes candidatos quanto a
prospeccao de novas moléculas.Os cnidarios sdo animaisaquaticos que podem
viver tanto em colbnias quanto de forma solitaria. O estudo quimico com
cnidariostem crescido no Brasil desde a década de 1960, principalmente a partir
da descoberta das prostaglandinas. Desde entdo, percebeu-se o potencial

destes organismos como produtores de compostos de grande interesse
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farmacoldgico. Dentre os cnidarios, podem ser destacados os zoantideos, que
sdo exclusivamente marinhos e habitantes de regides costeiras, pois grande
parte dos metabolitos secundarios isolados dentre os invertebrados marinhos foi
desse grupo. Palythoa é um género de zoantideo colonial, e suas espécies sao
conhecidas pelo habito de incorporarem grdos de sedimento nas paredes de
seus corpos; suas coldnias se estendem formando grandes “tapetes” em regides
rochosas submersas (SOARES et al., 2006).

O Palythoa caribaeorum é uma espécie conhecida popularmente como
“baba de boi”. Esses animais secretam uma substancia toxica chamada
palitoxina, que esta relacionada ao seu mecanismo de defesa, bem como a
dominancia do espago em que vivem (BORGES, 2014). A literatura mostra uma
série de relacBes ecoldgicas entre eles e outros taxons, como endossimbiose,
comensalismo e parasitismo. Costa-Lotufo et al. (2017) avaliaram dois
zoantideos do género Palythoa, o P. caribaeorum e o P. Variabilis, coletados em
diferentes faixas do litoral brasileiro. Eles foram submetidos a testes
metabolémicos, a fim de relacionar a localizacdo geografica e a composigéo
guimica dos metabdlitos produzidos por eles. Dentre outros achados, a pesquisa
mostrou que ha uma forte relacdo entre o hospedeiro e sua microbiota
associada, bem como uma variacdo na producao quimica a depender do local

de coleta.

Estes estudos se mostram estratégicos, uma vez que envolvem, de
forma sustentavel, a exploragdo da nossa biodiversidade, dado que o0s
microrganismos sdo cultivados em laboratério. Além disso, contribuem para a
ampliagdo do atual conhecimento da biodiversidade brasileira para atuar na

prospeccao de produtos naturais com potencial farmacoldgico (WILKE, 2009).

1.5Microrganismos como fonte de Produtos Naturais

Devido a imensa diversidade genética e metabdlica, o0s
microorganismos reservam imensuravel potencial biotecnoldgico, além de
incorporarem sustentabilidade a producdo das moléculas biolégicas por
fermentac&o. Apesar disso, os estudos ainda séo escassos devido ao reduzido

numero de grupos de pesquisa comprometidos com a bioprospeccéo de forma
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sistematica (WILKE et al., 2020).

Durante muito tempo, acreditou-se que as moléculas bioativas isoladas
de invertebrados marinhos eram produzidas somente por eles. No entanto, uma
parte consideravel dessas moléculas é produzida por microrganismos
simbiontes associados a esses animais. Eles tém um metabolismo
evolutivamente diversificado e possuem diversas estratégias de adaptacéo,
caracteristicas que os tornam uma fonte promissora de prospeccao de moléculas

com potencial farmacoldgico (HUG et al., 2020).

Dentre 0os microrganismos mais promissores, estao os pertencentesao
filo Actinobacteria. Os metabdlitos produzidos por eles sé@o codificados por genes
relacionados a resisténcia, transporte e regulacédo (KORMANEC et al., 2020). O
desenvolvimento do sequenciamento gendmico revelou o potencial dos
metabdlitos secundarios dos estreptomicetos, do género Streptomyces, em que
cada cepa contém 18 a 54 agrupamentos de genes direcionados a biossintese
de inumeros metabolitos secundarios, dos quais apenas uma minoria foi
produzida em condi¢cBes de laboratério. Uma pesquisa relatou mais de 80
compostos bioativos isolados desse filo, principalmente do género
Streptomyces, 0 que evidenciaa importancia de estudos relacionados a esses
microrganismos e a produtos naturais marinhos (PNMs) de uma forma geral
(RODRIGUES; SILVA, 2016).

As mitramicinas, por exemplos, sdo PNMs importantes isolados de
Streptomyces spp. Elas sdo acidos aureolicos policetideos, assim como as
cromomicinas e olivomicinas, pertencentes ao grupo dos policetideos aromaticos
(LOMBO et al., 2006). Desde a sua descoberta, em 1953, a mitramicina passou
por varios estudos, sendo aprovada em 1970 para uso contra diversos tipos de
cancer, como leucemia mieléide e cancer de testiculo (WOHLERT et al., 1999;
KORMANEC et al., 2020).
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Fonte: MicroMarin (Universidade Federal do Ceara - UFC). Link de acesso:
https://www.labbmar.ufc.br/micromarinbr

1.6 Cromomicinas

As cromomicinas, assim como as mitramicinas, sao policetideos
triciclicos glicosilados pertencentes aos &cidos auredlicos. Elas possuem
atividade antimicrobiana e antitumoral e sdo produzidas e secretadas por
actinobactérias do género Streptomyces. A cromomicina A3z (CA3) possuli
atividade antitumoral ligando-se reversivelmente as fendas menores de DNA
através da interacdo com as regides de DNA ricas em citosina e guanina (C-G),
na presenca de ions metalicos como o Mg?*, impedindo a replicacdo e a
transcricdo (CHAKRABARTI et al., 2000).

Estudos realizados por Guimardes et al. (2014) mostraram que a
cromomicina A2 (CA2) foi capaz de induzir autofagia em células de melanoma
metastatico humano (MALME-3M). No mesmo trabalho, umpainel contendo sete
linhagenscelulares,sendo seis linhagenstumorais e uma linhagemnao tumoral,
foi submetido ao tratamento com CA2 em tempos diferentes (24, 48 e 72 horas)
pelo método de MTT. Os resultados mostraram que a CA2 foi capaz de inibira

proliferacdo e causar morte das células a nivel de nM.

Pinto et al. (2020) selecionaram a cepa de Streptomyces sp. (BRA-384)
para identificacdo de compostos quimicos com potencial antitumoral. Eles

identificaram quatro entidades quimicas, da classe das cromomicinas (CAs, CAs,
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CA7 e CAsg), as quais foram testadas quanto a sua citotoxicidade contra cinco
linhagens de células tumorais. Todas elas foram altamente potentes,

apresentandovalores de concentracaoinibitériamédia (ICso0) entre 0,2 e 133 nM.

O trabalho de Sahm et al. (2020) mostrou pela primeira vez que as
cromomicinas CAs e CAes possuem afinidade pelo fator de transcricdo TBX2 (do
inglés “T-box transcription factor 2”). Este fator pode ser considerado um novo
alvo da terapia anticancer por estar superexpresso em algunstipos de cancer,
como de mama e prostata. O trabalho mostrou que tanto a CAs quantoa CAs
exibiram uma ligacéo a resina testada, poréem a CAs foi recuperada em maior

guantidade quando a resina estava ligada ao TBX2.

Floréncio et al. (2022) também estudaram as cromomicinas Ass, e
mostraram que elas exibiram caracteristicas de ICD, como autofagia, apoptose,
externalizacdo de calreticulina e liberacdo de HMGB1. Além disso, a CAs
apresentou o melhor perfil, tendo também induzido a liberacdo de ATP,
externalizacdo de ERp57, fosforilagao de elF2a, bem como alteragao de genes

relacionados a autofagia, estresse de reticulo endoplasmatico e apoptose.

Todos esses resultados reforcam o grande potencial que as cromomicinas
possuem. Novos experimentos podem elucidar ainda mais seu mecanismo de
acao e trazer novas perspectivas para 0 seu uso clinico como um farmaco ou
adjuvante anticancer, assim como ratificar a importancia dos estudos da

biodiversidade marinha brasileira.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O céancer é um importante problema de saude publica mundial,
especialmente nos paises em desenvolvimento. Estes paises serao
acometidos por 80% dos 20 milhdes de novos casos de cancer estimados para
2025. O cancer representa a segundacausade morte nomundo, ficando abaixo
apenas de doencas cardiovasculares (WHO, 2015). A cada ano, milhdes de

pessoas morrem por algum dos 100 tipos de canceres existentes (INCA, 2022).

O tratamento do cancer € baseado em protocolos de intervencéo
cirirgica, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, terapia dirigida, terapia
hormonal, transplante de células-tronco, medicina de precisdo e testes de
biomarcadores (NCI, 2015). A gquimioterapia é empregada na maior parte dos
casos, seja utilizada de forma exclusiva ou em combinacéo com outras formas
de tratamento. A maioria dos quimioterapicos antineoplasicos apresenta
citotoxicidade, que elimina ou controla o crescimento tumoral. Embora a
quimioterapia tenha se aprimorado ao longo das trés ultimas décadas, ocorrem
diversos efeitos toxicos também em tecidos saudaveis, que diminuem a
qualidade de vida do paciente (VANNEMAN & DRANOFF, 2012). Os efeitos
colaterais gerados dependem do tipo e do tempo de utilizacdo da droga, do

estado e metabolismo do paciente, dentre outros fatores (OLIVEIRA, 2011).

A imunoterapia visa aumentar a eficacia do tratamento oncoldgico,
porém com menor citotoxicidade (NCI, 2015; INCA, 2022). Dessa forma, tanto a
quimioterapia quanto a imunoterapia sdo estratégias importantes para o
tratamento de diversos canceres. A quimioterapia, apesar dos inameros efeitos
colaterais, € a modalidade de tratamento mais utilizada, por ser mais acessivel
e, por vezes, conferir um aumento da sobrevida dos pacientes e uma maior
chance de cura (GALLUZZI et al, 2020). Os imunoterapicos atuam mediante
diferentes estratégias, que ttm em comum a capacidade de gerar uma resposta
imune antitumoral. Apesar de suas vantagens, 0 acesso ao uso de
imunoterapicos ainda é muito limitado, devido ao seu alto custo. Sendo assim,
€ de extrema relevancia a busca por novos compostos e farmacos
quimioterapicos que tenham efeitos imunogénicos antitumorais, visando um
tratamento com menos efeitos colaterais, com respostas mais eficazes e
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duradouras (CHEN etal., 2017; YU et al., 2019).

O céancer de pele do tipo melanoma, caso seja diagnosticado
tardiamente, pode levar a 80% das mortes causadas por cancer de pele
(GBM, 2020). A imunoterapiatem sido a forma mais eficaz de tratamento para
pacientes com melanoma avancado. Sendo assim, a inducdo de ICD é uma
estratégia importante para o desenvolvimento de quimioterapicos para esses
tumores, pois combina citotoxicidade contra células tumorais e liberacdo de
sinais de ativagdo imunoldgica contra estas células (QUEIROLO et al., 2019;
INCA, 2020).

Os inibidores de checkpoints imunolégicos, apesar do sucesso
terapéutico em tumores mais imunogénicos, como € o melanoma, ainda sao
ineficazes em uma parcela de pacientes com tumores que nao possuem
infiltracdo de células imunes, que sdo denominados tumores “frios”. Sendo
assim, a combinacao desses inibidores com compostos capazes de induzr
melhores condi¢des imunoldgicas no microambiente tumoral, pode aumentar a
resposta imune antitumoral mesmo em tumores refratarios as quimioterapias
(HEINHUIS et al., 2019). Pode-se dizer, entdo, que o melanoma avancado
carece de uma opc¢ao terapéutica para converter tumores “frios” em tumores
‘quentes”, dificultando a resposta clinica dos pacientes refratarios
(BONAVENTURA et al., 2019). Sendo assim, a identificacdo de compostos que
sejam capazes de induzir ICD é uma estratégia promissora para aumentar o
poder translacional de estudos pré-clinicos (GALON et al., 2019; QUEIROLO et
al., 2019).

Na busca por novos compostos para serem utilizados na terapia contra
0 cancer, os produtos naturais marinhos se mostram como uma fonte
promissora de moléculas com potencial farmacoldgico. A diversidade estrutural
destes compostos € resultante de vias biossintéticas peculiares com
caracteristicas proprias, muito diferentes daquelas encontradas em organismos
terrestres (FONTANA, 2006; BLUNT et al., 2011; LANE & MOORE, 2011). Na
clinica, algunsfarmacos ja estdo em fase de testes ou em uso, como € o caso
da trabectedina e da citarabina. Além disso, muitas moléculas estdo sendo

isoladas e testadas em estudos pré-clinicos, como as cromomicinas, cuja
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atividade bioldgica é a citotoxicidade contra linhagens tumorais (GUIMARAES
et al., 2014; JIMENEZ et al., 2019; PINTO et al., 2019; WILKE et al., 2020).
Tendo isso em vista, estudos que investiguem a possivel inducdo de ICD por
PNMs podem ser muito exitosos.

Como dito anteriormente, resultados do grupo mostraram que a
cromomicina As (CAs) € uma molécula indutora de ICD, gerando um efeito
vacinal em camundongos C57BL/6 (FLORENCIO etal., 2022). Esses resultados
geraram a seguinte perguntade partida: os DAMPs liberados pelas célulasB16-
F10 expostas a CAs geram ativacao de células dendriticas e linfocitos contra

essas células tumorais viaveis?
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a ativacdo imunolégica em animais vacinados com células B16-

F10 pré-expostas a CAs.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar ativacdo de esplendcitos naive in vitro com células de
melanoma pré-expostas a CAs;

e Avaliar producdo de citocinas no soro de animais vacinados com
células de melanoma pré-expostas a CAs;

e Realizarimunofenotipagem de linfécitos e células dendriticas do baco
e de linfonodos drenantes de animais vacinados com células de
melanoma pré-expostas a CAs;

e Avaliar citotoxicidade de esplendcitos de camundongos vacinados

com células de melanoma pré-expostas a CAs contra células da

mesma linhagem viaveis em co-cultura.

38



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Planejamento Experimental

Isolados bacterianos foram feitos a partir da investigacdo do pefrfil
microbioldgico do zoantideo Palythoa caribaeorum, coletado na praia de Pedra
Rachada, localizada no litoral oeste do Estado do Ceara. A obtencédo das
amostras ocorreu a partir da colaboracao com a profa. Dra. Otilia Loiola Pessoa
e o Dr Francisco Chagas Pinto, ambos do Laboratério de Analise Fitoquimica de
Plantas Medicinais (LAFIPLAM) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Uma das bactérias isoladas desse zoantideo foi a Streptomyces sp.
BRA-384. A cromomicina As (CAs), molécula utilizada nesse trabalho, foi
produzida por essa cepa bacteriana e, em seguida, foi isolada por HPLC para
estudos posteriores (PINTO et al., 2020).

Os experimentos foram feitos in vivo e in vitro, utilizando camundongos
C57BL/6 fémeas, com idade entre seis e oito semanas. A vacinacao dos animais
foi a etapa inicial dos experimentos de imunofenotipagem de células dendriticas
e linfocitos, bem como do ensaio de citotoxicidade. Todos 0s experimentos
supracitados culminaram em andlise de citometria de fluxo. Foram feitas
dosagensde citocinasatravés do Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) tanto do soro
dos animais vacinados quanto de esplendcitos naive em co-cultura com células
B16-F10 expostas a CAs
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Figura 10 - Planejamento experimental do presente trabalho
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4.2 Material biolégico

42.1 Bactérias

Os espécimes de Palythoa caribaeorum foram coletados apos
autorizacao emitida pelo SISBIO (48522-2) e a bactéria Streptomyces sp.
BRA-384 isolada deste animal foi cadastrada no SISGEN (AC0781C). Os
detalhes sobre a coleta e isolamento do microrganismo foram descritos e

publicados por Pinto et al. (2020).

422 Células

A linhagem utilizada para os experimentos foi melanoma
metastatico murino B16-F10. A linhagem é oriunda do banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ) e foi cultivada no Laboratério de Bioprospeccéo e
Biotecnologia Marinha (LaBBMar) da Universidade Federal do Ceara. As
células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 25 cm?,
volume de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL), utilizando o meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de antibidticos (para uma
concentracdo final de 100 U/mL penicillina e 100 g/mL estreptomicina),

sempre manipuladas dentro de fluxo laminar vertical (ESCO, classe NBII).

O crescimento da cultura foi acompanhado diariamente com
auxilio de microscopio o6ptico (LABOMED, modelo TCM 400), sendo
observadas forma, aderéncia, confluéncia e presenca de contaminacao. Elas
foram mantidas em incubadorasde CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de
CO2 (SAYNO, modelo MCO-19AIC). Quando a monocamada de células
atingia entre 60-70% de confluéncia, as células eram removidas da garrafa;
para o desprendimento das células tumorais utilizou-se uma solugédo de
tripsina-EDTA 0,025% (Gibco) em PBS.
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4.2.3 Animais

Para todos os experimentos, foram utilizados camundongos Mus
musculus fémeas, com idade entre seis e oito semanas e peso entre 18-22 g, da
linhagem Black C57BL/6 e livres de ectoparasitas e endoparasitas. Os animais
foram mantidos sob condi¢c6es ambientais controladas, com ciclo claro/escuro
de 12/12 horas e com ragdo e 4gua ad libitum. Eles foram obtidos nos biotérios
da Universidade Federaldo Ceara (UFC) e da Universidade de Séo Paulo (USP).
O manejo dos animais seguiu principios éticos de experimentacdo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (N° 11.724/2008), ap6s
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UFC (n°
3000310818) e Comité de Bem-Estar Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da USP (n° 226/2018). Foram utilizados 15 camundongos da
Universidade Federal do Ceard e 31 camundongos da Universidade de Sao
Paulo. Os animais foram eutanasiados trés ou sete dias ap0s a vacinacgao, com

cetamina 10% + xilasina 2%, por via intraperitoneal (i.p).

424 Cromomicina As

A moléculautilizadanessetrabalho, a CromomicinaAs (CAs), foi
produzida pela cepa bacteriana Streptomyces sp., que vive associada ao
invertebrado marinho Palythoa caribaeorum. Essa bactéria foi isolada por
NosSso grupo de pesquisa e encontra-se criopreservada junto ao banco de
microrganismos marinhos (MicroMarin) do Laboratdrio de Bioprospeccgéo e
Biotecnologia Marinha (LaBBMar). O isolamento da CAs foi realizado em
colaboracédo com o Dr Francisco ChagasPintoe a professora Dra Otilia Loiola
Pessoa, ambos do Laboratério de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais
(LAFIPLAM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Além disso, um
trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa desenvolveu métodos de
otimizacéo da producdode Cas, garantindo o fornecimento de moléculas para
a realizacdo dos experimentos. A estrutura molecular da CAs esta

representada na Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura molecular representativa da cromomicina As (CAs) isolada
de Streptomyces sp.
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Fonte: Dr. Francisco Chagas Pinto, LAFIPLAM-UFC.

4.3 Vacinacgao de camundongos C57BL/6

O teste de vacinacdo foi considerado padrdo-ouro para a
comprovacao de que a estimulacdo do sistema imunoldgico e o efeito vacinal
estdo de fato acontecendo nos animais testados. Apesar dos ensaios in vitro
disponiveis para estudo de morte celular imunogénica, apenas ensaios de
vacinacaoin vivo sdo aceitos como evidénciairrefutavel dos efeitos investigados
in vitro (GOMEZ-CADENA et al, 2016; GALLUZZI et al, 2020). Desta forma, os
procedimentos s&0 necessarios para obter respostas sistémicas mais confiaveis
com amostras selecionadas. A espécie utilizada neste trabalho € o modelo
padrdo para ensaios com melanoma B16-F10, tumor que inclusive foi obtido de
camundongos C57BL/6. Nesse teste, as células B16-F10 mortas, ou em
processo de morte, pela moléculatestada sédo capazes de liberar os DAMPs e,
dessa forma, estimulam o sistema imunoldgico do animal contra os antigenos
dessas células tumorais. As condi¢cdes experimentais para a realizacédo desse

teste foram baseadas nos estudos feitos por Floréncio et al. (2022).

Procedimento experimental:

A vacinacdo foi realizada em dois momentos: para
imunofenotipagem de células dendriticas e linfocitos e para analise da
citotoxicidade de esplendcitos contra células de melanoma. Para inicio dos

experimentos, as células B16-F10 foram plaqueadas em placas de cultura
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circulares na concentracao de 3 x 10# células/mL. Cada placa continha 8 mL de
meio DMEM suplementado com SFB inativado. Apds 24 horas, essas células
foram incubadas com: controle negativo: PBS, controle positivo: doxorubicina
(600 nM) e cromomicina As (100 nM). A soltura das células foi realizada a frio,
usando um cell scraper. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com
PBS gelado, e centrifugadas a uma temperatura de 4 °C, 1500 rpm, por cinco
minutos, para a remogao do excesso de moléculas e quimioterdpico indutor de

ICD (doxorubicina). As células foram, entédo, contadas para posterior vacinacgao.

Ap6s a contagem, as células B16-F10 de cada grupo foram
inoculadas. Oindculo consistiu em 180 mil células, ressuspensas em 200 uL de
PBS, inoculadas de forma subcutanea na axila direita do respectivo animal.
Camundongos C57/BL6 foram divididos em trés grupos xperimentais (N=5
animais/grupo), os quais receberam (s.c.) 200 uL de solucéo salina (controle
negativo), células moribundas B16-F10 (1,8 x 10°/200 pL) pré-expostas a 100
nM de Cromomicina As (CAs) e a 600 nM de doxorrubicina (Dox) (controle

positivo), respectivamente.

4.4 Obtencéo e plagueamento de esplendcitos e linfonodos drenantes

4.4.1 Esplendcitos

A obtencdo de esplendcitos, seguida de plagueamento,
ocorreu trés vezes. As duas primeiras vezes aconteceram para a realizacao
da imunofenotipagem de células dendriticas e linfocitos, apos trés e sete dias
da vacinacéo. O ultimo procedimento foi para o ensaio de citotoxicidade de
esplendcitos contra células B16-F10. Neste experimento, os esplendcitos
foram obtidos ap6s sete dias de vacinacgdo e cultivados em placas de 24

pOcos por até cinco dias.

Procedimento experimental:
Apos trés e sete dias da vacinacdo, foi feita a excisao dos bacos,
que foram postos em placa de 24 pocgos, com 1,5 mL de meio DMEM completo,

mantido sob refrigeracédo ao decorrer de todo o procedimento. Os esplendcitos
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foram obtidos por meio de maceracéo e filtracdo do bago, em cell strainer de 40
pm acoplado a tubo Falcon. A este, foram adicionados 5 mL de um tampéo de
hemolise contendo uma propor¢éo 9:1 de 0,16 M NH4CI e 0,01 M Tris-HCI; as
células foram incubadas de sete a dez minutos a temperatura ambiente. Para o
primeiro experimento, as células foram plagqueadas na concentracdo de 1 x
108/mL por poco em nove placas de 24 pocos, nomeadas a cada trés placas

como protocolos A, B e C. Para 0 segundo experimento,

442 Linfonodos

A obtencao de linfonodos, seguida de plagueamento, ocorreu
duas vezes, ambas para o experimento de imunofenotipagem de células

dendriticas e linfécitos.

Procedimento experimental:
Os linfonodos cervicais e lombares foram retirados com auxilio
de pincas de pontas curvadas e postos em placa de 24 pogos, com 500 pL

de meio DMEM completo em cada poc¢o. Os demais procedimentos foram
feitos como esta descrito no item 4.4.1.

4.5 Avaliacdo da producdao de citocinas inflamatorias

4.5.1 Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

O experimento foi realizado para detectar e quantificar as
citocinas IL-12/IL-23 e TNF-a no soro de animais vacinados e esplendcitos em
co-cultura com células B16-F10 expostas a CAs (100 nM), doxorrubicina (600

nM) e salina.
Procedimento experimental:

A deteccdo das citocinas IL-12/IL-23 e TNF-a foi realizada por
meio do Kit DuoSet (R&D Systems, EUA). Em resumo, as placas para ELISA de
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96 pocgos foram incubadas com o anticorpo de captura para IL-12/IL-23 ou TNF-
a por 16 horas em temperatura ambiente com 100 uL de anticorpo para cada
poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200 uL de tampéo
de lavagem e bloqueadas com 200 pL de BSA 1% por uma hora. Apds o
bloqueio, 100 pL das amostras ou da curva padréo foram adicionadas em cada
poco e incubadas por duas horas em temperatura ambiente. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com 200 pL de tampéo de lavagem e depois incubadas
com anticorpo de deteccao para IL-12/IL-23 ou TNF-a em temperatura ambiente
por 2 h. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes
com 200 pL de tampé&o de lavagem e incubadas com 100 uL de estreptavidina
em temperatura ambiente por 20 minutos.

As placas foram lavadas trés vezes com 200 puL de tampéo de
lavagem. Na etapa seguinte, 100 yL da solucéo substrato para revelacdo foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente,
protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando 50 pL solucéo
de parada (H2SOs4). Enfim, a absorbéancia foi medida a 450 nm. O resultado foi

expresso em pg/mL.

Analise dos dados:

A partir da curva-padrao realizou-se uma regressao linear a fim
de obter a equacao da reta que permitiu determinar a concentracédo de cada
citocina em funcdo da sua absorbancia. Apos essas etapas, os valores das
concentracOes de citocinas obtidos foram interpolados e analisados por meio da
andlisede variancia (ANOVA) seguido de teste de Dunnettutilizando o programa
GraphPad Prism (GraphPad Software versdo 7.0) (com *p < 0,05 indicando
diferenca significativa quando comparado com o controle negativo).

4.6 Citometria de fluxo

4.6.1 Estratégia de gates e andlise dos dados

Dez mil eventos (sem debris e doublets) foram adquiridos no citbmetro de fluxo.

Inicialmente foi criado um grafico de pontos (dot plot) com parametros de
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morfologia (FSC x SSC), contendo todos os eventos adquiridos pelo citbmetro
(all events). Em all events foi criada uma regido de gate contendo todas as
células adquiridas (all cells). Em all cells, foi criado um gate para selecionar

eventos simples (single cells). Essa estratégia inicial € comum para todos os

experimentos de citometria de fluxo (Figura 12).

Figura 12 - Estratégia de gates para citometria de fluxo
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Graficos em formato dot plot contendo os gates de all cells e single cells, comuns a

todos os testes realizados por citometria de fluxo.

Os resultados foram expressos como porcentagem (analise
qualitativa), pelo numerototal de células (analise quantitativa) ou pela expressao
da intensidade média de fluorescéncia (MFI, do inglés “Mean Fluorescence
Intensity”) (anélise quantitativa) dos marcadores. Os dados foram adquiridos no
citometro de fluxo BD FACSCanto e analisados no software GraphPad Prism
(Verséo 7.0) e no Flowjo (V10.0.7), sendo comparados em relagédo ao controle
negativo por analise de variancia (ANOVA) seguida por por post-test de Dunnet

com nivel de significAncia méaximo de 5% (p < 0,05).

4.7Imunofenotipagem de células dendriticas e linfocitos T

Para analise por citometria de fluxo, 15 animais foram vacinados

com células B16-F10 expostas a CAs e Dox (C+). Apos trés dias, os
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esplendcitos foram obtidos para andlise de células dendriticas (DCs). As
células foram plaqueadas na concentracéo de 2 x 105/mL por pogo em placa
de 96 pocos. A placa foi centrifugada a 1500 rpm, por oito minutos,a 4 °C e
as células foram marcadas para identificacao de células dendriticas. Apés 30
minutos de marcacéo celular, a placa foi novamente centrifugada e fixada
com solucdo de fixacdo (Biosciences) por 15 minutos em temperatura
ambiente. Para a marcacao de DCs, foram utilizados os seguintesanticorpos:
CD11bPE-Cy7 (Cat # 552850, BD Bioscience),CD11cBV421 (Cat# 562782,
BD Bioscience), CD45BV510 (Cat # 563891, BD Bioscience), CD80 PE (Cat
# 104708, BioLegend), CD86 APC (Cat # 17-086282, eBioscience), MHCII
FITC (Cat # 553623, BD Bioscience).

Outros 15 animais foram vacinados com células B16-F10
expostas a CAse Dox (C+). Apéds sete dias, os esplendcitos foram obtidos para
analise de DCs e linfécitos. Para marcagao de DCs, o protocolo foi 0 mesmo

usado anteriormente.

Para o painel de analise de ativacdo, foram utilizados os seguintes
anticorpos: CD3 PE (Cat # 48-0031-82, Invitrogen), CD4 FITC (Cat # 553047,
BD Bioscience), CD8 APC-Cy7 (Cat# 557654, BD Bioscience), CD25 FITC (Cat
#564424, BD Bioscience),CD44 APC (Cat# 103012, BioLegend), CD69 PE (Cat
# 553237, BD Bioscience).

Para os experimentos de imunofenotipagem, foi utilizado o
controle FMO (do inglés “Fluorescence Minus One Control”), para identificar o
ponto de corte entre as fluorescéncias negativas, possiveis interferéncias de
fluorescéncias entre detectores e a marcagao positiva em painéis com multiplos

fluorocromos. Em resumo, cada pogo da placa tem todos os anticorpos menos
um, como exemplificado na Figura 13.
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Figura 13 — Estratégia de gates utilizando controle FMO

Para analise da populagao de células dendriticas foi selecionada

a regido do marcador leucocitario comum CD45 e posteriormente um grafico dot
plot foi gerado a partir dos eixos CD11b e CD11c (Figura 14).

Single cells

SSC-A
FSC-H

-~ All cells

SSC-A
CD11b

CD11c
Figura 14 - Estratégia de gates para analise da populagao de células dendriticas
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CD11b

CD11¢c
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Para analise da ativacéo de células dendriticas, foram gerados
histogramas para contagem de células expressando os marcadores de ativacao

CD80/86 e MHC-II. A partir disso, foram obtidos os valores de MFI, na regido
CD11b+CD11c+ para cDC2 e na regiao CD11b-CD11c+ para cDC1 (Figura 15).

Figura 15 - Estratégia de gates para analise da ativagcéo de células dendriticas
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Para analise da ativagao de linfécitos, foram selecionadas as
células CD3* a partir de Single cells. Dentro da populagdo CD3* foram
selecionadas as células CD4-CD8" e CD4*CD8". Para cada uma dessas
populacgdes foi avaliada a marcagcao de CD69, CD25 (Figura 16) e CD44 (Figura
17).

Figura 16 - Estratégia de gates para analise da ativagao de linfocitos T
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Avaliagao dos marcadores CD25 e CDG69.
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Figura 17 - Estratégia de gates para analise da ativac&o de linfocitos T
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Tabela 1 — Painel utilizado na citometria para imunofenotipagem de células

dendriticas e linfécitos

Anticorpo Fluorocromo Clone

CD45 BV510 30-F11

CD11b PE-Cy7 M1/70 DCs
CD11c BV421 HL3

CD80 PE 16-10A1

CD86 APC GL1 Ativacado de DCs
MHC-II FITC 2G9

Fonte: elaborada pela autora. Legenda: DCs — células dendriticas.
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4.8Avaliacdo da citotoxicidade de esplendcitos contra células tumorais

Para o protocolo A, os esplendcitos foramincubados com células B16-
F10 viaveis apos 24 h do plagueamento deles. Para isso, células B16-F10 na
concentracdo de 4 x 10*mL (proporcdo 1:25) foram marcadas com Rh123 e
incubadas durante 15 minutos em incubadora de células. Apés isso, as células
foram diluidas para obtencao das proporc¢des 1:50 e 1:100 e foram adicionadas
aos esplenacitos nas placas de 24 pocos. Apés cinco horas de incubacao, as
células foram marcadas com Pl a 1 mg/mL e foram adquiridas em citbmetro de
fluxo.

Para os protocolos B e C, os esplendcitos foram reestimulados ap6s
24 horas do seu plagueamento com células B16-F10 pré-expostas a Dox e CAs
e foram incubados por 72 horas (protocolo B) e 120 horas (protocolo C). Apés a
incubacéo, os esplendcitos foram incubados com células B16-F10 vidveis por

cinco horas e o mesmo procedimento do protocolo A foi realizado.

Para o ensaio de citotoxicidade de esplendcitos reestimulados com
célulasB16-F10 pré-expostas a CAsfoifeita a selecdo das célulasB16-10viaveis
(incubadas em co-cultura com os esplenécitos), marcadas com Rh-123. Apés a
selecao, foi feita a contagem de células B16-F10 mortas pelos esplendcitos

ativados (Figura 18).
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Figura 18 - Analise da citotoxicidade de esplendcitos contra células B16-F10
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5 RESULTADOS

5.1 Ativacdo de células dendriticas (DCs) por células B16-F10
expostas a CAs

Com base nos experimentos anteriores do grupo, o primeiro passo foi
investigar a ativacdo imunoldgica por células B16-F10 expostas a CAs. Os
esplendcitos de camundongos naive liberaram TNF-a quando incubados com
células B16-F10 expostas a Dox ou CAs (Figura 19). Além disso, a analise do
soro de camundongos vacinados mostrou também liberacdo de Interleucina-
12/23 (IL-12/IL-23) (Figura 20).

Figura 19 - Esplendcitos naive produzem TNF-a quando tratados com B16-F10

exposta a CA5
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Células de melanoma B16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e CromomicinaAs (CAs). Gréficode colunas
mostrando a producdo de TNF-a determinada por ELISA. Os valores de p de C-
comparados aos grupos tratados estdo acima de cada grupo tratado (N=1). *p < 0,05.
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Figura 20 - Vacinagao aumenta producao de IL-12/IL-23
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Células de melanoma B16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,

doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e Cromomicina As (CAs) por 24 horas e as

células foram coletadas apés trés e sete dias de vacinacdo. Grafico de colunas

mostrando a producgéo de IL-12/IL-23 determinada por ELISA. Os valores de p de C-

comparados aos grupos tratados estdo acima de cada grupo tratado (N=5, ao todo 15

animais). *p < 0,05 *p < 0,05.
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A vacinacdo com células B16-F10 pré-expostas a CAs ativou a
populacdo de cDCs do tipo-1 (CD11b-CD11c*), aumentando a expressao de
CD80 e CD86 trés dias apos a vacinacédo, o que nao foiobservado no grupo Dox
(Figura 21).

Figura 21 - Vacinacdo com células de melanoma expostas a CAs aumenta

expressdo de CD80 e CD86 na populagédo cDC1 (in vivo)
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Células de melanomaB16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e Cromomicina As (CAs) por 24 horas, e as
células foram coletadas apos trés dias de vacinagdo. Graficos de coluna mostrando
andlise estatistica do percentual de células CD11b'CD11c*. Os valores de p de C-

comparados aos grupos tratados estdo acima de cada grupo tratado nas figuras.

A vacinacdo de camundongos com células B16-F10 pré-expostas a
Dox e a CAs aumentou a frequéncia da populacdo de células dendriticas
convencionais do tipo-2 (cDC2, do inglés ‘type-2 Conventional Dendritic Cells”)
(CD11b*CD11c*) (Figura 22 A, B).
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Figura 22 - Vacinagdo com células de melanoma expostas a CAs aumenta

populacéo cDC2 (in vivo)
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Células de melanomaB16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e Cromomicina As (CAs) por 24 horas, e as
células foram coletadas apo6s trés dias de vacinagdo. A, B, Gréficos de plotagem de
contorno representativos de células CD11b*CD11c*e CD11bCD11c* por citometria de
fluxo e gréficos de coluna mostrando andlise estatistica do percentual de células
CD11b*CD11c* e CD11bCD11c*. Os valores de p de C- comparados aos grupos
tratados estdo acima de cada grupo tratado (N=5, 15 animais no total). *p < 0,05.

A vacinacao também aumentou a expresséo dos marcadores de ativacédo CD80
e CD86 na superficie dessas células, tanto no grupo CA5 quanto no grupo Dox
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(Figura 23 A, B). As cDC2 (CD11b*/CD11c*) do grupo CA5 tiveram também a
expressdo de MCH-Il aumentada, porém néoteve alteracdo da expressao desse
marcador no grupo Dox em comparagao ao grupo C- (Figura23 A, B). Os dados
mostrados nas figuras 12-16 sugerem que as células de melanoma expostas a
CAs modulam a imunidade antitumoral inata, ativando células apresentadoras

de antigenos.

Figura 23 — Vacinacao com células de melanoma expostas a CAs ativacDC2 (in

Vivo)
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Células de melanomaB16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, € Cromomicina As (CAs) por 24 horas e as
células foram coletadas apés trés e sete dias de vacinagdo. A, B, Histogramas
representativos de citometria de fluxo dos marcadores de superficie CD80, CD86 e
MHC I e graficos em coluna de sua intensidade média de fluorescéncia (MFI) adquirida
respectivamente na regido CD11b*CD11c*. Os valores de p de C- comparados aos

grupos tratados estdo acima de cada grupo tratado. N = 5 animais por grupo.*p < 0,05

59



5.2 Ativacdo de linfécitos T CD4* e T CD8* por vacinagdo com

células B16-F10 expostas a CAs

Os marcadores de ativacdo avaliados tiveram sua expressao
aumentada nas células T CD4* e CD8* esplénicas de camundongos
vacinados com células B16-F10 pré-expostas a CAs (Figura 24). No grupo
CAS5 houve o aumento da expressdo de CDG69 (Figuras 24 A-D) e CD25
(Figura 24 H). O grupo Dox néao apresentou diferenca em relacdo ao grupo
salina. Nos grupos CA5 e Dox houve o aumento da expressdo de CD44high
seguido por uma diminuicdo de CD44'°% nas células T CD4* (Figuras 24 E-
G). Nao houve diferenca na expressdo de CD44 nas células T CD8*em Dox
ou CA5 (dados ndo mostrados). Além disso, a vacinagcdo aumentou o
percentual de células T CD8*CD69*CD25*, T CD4*CD69*CD25* e T
CD4*CD69*CD44Mish (Figura 25).
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Figura 24 - Células B16-F10 expostas a cromomicina As (CAs) induzem a

ativacao de linfocitos T CD4* e CD8*
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Células pré-incubadas por 24 horas com CAs (CAs) 0,1 uM e doxorrubicina (Dox) 0,6
MM ou solucéo salina estéril (C-) foram injetadas por via subcutanea na axila direita de
camundongos e seus esplendcitos foram avaliados sete dias ap0s a vacinagao. A,
Graficos de contorno representativos do marcador de superficie CD69 em linfocitos T
CD8. B, Gréficos de colunas mostrando a porcentagem de linfécitos T CD8*CD69*. C,
Gréficos de contorno representativos do marcador de superficie CD69 em linfocitos T
CD4. D, Graficos de colunas mostrando a porcentagem de linfécitos T CD4*CD69". E,
Graficos de contorno representativos do marcador de superficie CD44 em linfocitos T
CD4 mostrando populagdes CD44"s" e CD44"" e F, ilustracao identificando populagdes
CD44Msh @ CD44"w .| G, Gréficos de coluna mostrando a porcentagem de linfécitos T
CD4*CD44hdn linfécitos T CD4*CD44° e T CD4*CD25* e (H) gréaficos de coluna
mostrando a porcentagem de linfocitos T CD8*CD25*. As diferengas entre 0s grupos
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séo expressas como valores de p indicados acima dos grupos comparados. . N =5

animais por grupo.*p < 0,05

Figura 25 - Vacinacdo com células de melanoma expostas a CAs aumenta

expressao de células T duplo-marcadas
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Células de melanomaB16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e Cromomicina As (CAs) por 24 horas para
vacinacao, e as células foram coletadas apés sete dias de vacinacao. Graficos de
coluna mostrando analise estatistica do percentual de linfécitos T CD8*CD69'CD25*, T
CD4*CD69*CD25*e T CD4'CD69*CD44"e", Os valores de p de C- comparados aos

grupos tratados estdo acima de cada grupo tratado . N = 5 animais por grupo.*p < 0,05

Nos linfonodosdrenantes, as células T CD4* também aumentaram
0 CD44Mghseguido poruma diminuicédo das subpopulagdes CD44'°%no grupo
CA5, o que néo aconteceu com o grupo Dox, como mostrado na Figura 26.
O CD8* nao alterou a expressdao de CD44 em Dox ou CA5 (dados nao

mostrados).
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Figura 26 - Melanoma exposto a CAs ativa Linfocitos T em linfonodos drenantes
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Células B16-F10 expostas a Cromomicina As induzem ativacéo de linfécitos T CD4*em

linfonodos drenantes. Células de melanoma B16-F10 foram tratadas com DMSO (C-),

como controle negativo, doxorrubicina (Dox), como controle positivo, € Cromomicina As

(CAs) por 24 horas para vacinacdo e as ceélulas foram coletadas apés sete dias de

vacinacao. (A) Graficos contour plots representativos do marcador de superficie CD44

em linfécitos T CD4 mostrando populagdes CD44"sh e CD44°v, (B) Graficos de coluna

mostrando andlise estatistica do percentual de linfécitos T CD4*CD44mdh T

CD4*CD44'"°~, Os valores de p de C- comparados aos grupos tratados estdo acima de

cada grupo tratado nas figuras. . N = 5 animais por grupo.*p < 0,05
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De acordo com o perfil de ativagéo linfocitaria e de células dendriticas, os
esplendcitos do grupo CA5 exerceram atividade citotéxica contra células B16-
F10 nas trés proporcOes efetor-alvo testadas, bem como nos dois diferentes
tempos de reestimulacéo de esplendcitos com células B16-F10 pré-expostas a
CAs (Figura 27), confirmando que ocorre uma resposta imune antitumoral em

camundongos vacinados com B16-F10 expostas a CAs.

Figura 27 - Esplendcitos reestimulados tém atividade citotdxica contra células

tumorais
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Células de melanomaB16-F10 foram tratadas com DMSO (C-), como controle negativo,
doxorrubicina (Dox), como controle positivo, e Cromomicina As (CAs) por 24 horas para
vacinacdo, e as células foram coletadas apés sete dias de vacinagdo. Graficos de
coluna mostrando a morte celular de células B16-F10 apos 5 horas de incubagéo com
proporcdes de esplendcitos de efetor/alvo (E/T). Os esplendcitos foram previamente
reestimulados com solucgao salina estéril (C-), CAs e Dox por 72 horas e 120 horas antes
do ensaio citotoxico. As diferencas entre 0s grupos sao expressas como valores de p

indicados acima dos grupos comparados. N = 5 animais por grupo.*p < 0,05
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6 DISCUSSAO

Apesar da baixa incidéncia, o melanoma metastatico € o mais
agressivo cancer de pele, podendo invadir rapidamente novos tecidos e se
espalhar para outras partes do corpo (NCI, 2020). A incidéncia global € de 15-
25 pessoas a cada 100 mil habitantes, sendo mais frequente em populacdes de
pele clara. Embora a terapia antitumoral tenhaprogredido bastante, a metastase
ainda € um grande obstaculo para a reducdo da alta taxa de mortalidade
(NAKAMURA et al., 2002; SCHADENDOREF et al., 2015).

O melanoma metastatico avancado ainda carece de uma opcéo
terapéutica que tenha a capacidade de converter tumores imunologicamente
frios (ou tolerogénicos) em quentes (ou imunogénicos), uma vez que esse
mecanismo pode melhorar a resposta clinica dos pacientes refratarios, ou seja,
gue ja nao respondem ao arsenal de terapias disponivel atualmente, incluindo a
imunoterapia (BONAVENTURA et al., 2019). Durante muito tempo, a cirurgiae
a quimioterapia foram os tratamentos mais utilizados para o melanoma, mas
surgiu a necessidade de farmacos que tivessem influéncia sobre as
caracteristicas imunogénicas desses tipos de tumores (MAVERAKIS et al.,
2015). Apés longos anos, houve a inclusdo de imunoterapias e terapias alvo-
direcionadas para o tratamento dos pacientes (MAVERAKIS et al., 2015;
QUEIROLO etal., 2019), mas os indices de mortalidade permanecem elevados
(INCA, 2020).

Diante disso, a identificacao de indutores de ICD poderia preencher
essa necessidade combinando dois efeitos Uteis ao mesmo tempo:
citotoxicidade direta contra células tumorais e liberacdo de sinais de ativacéo
imunoldgicaGALLUZZI etal., 2020; PROCUREUR etal., 2021). Algunsagentes
quimioterapicos sdo conhecidos por induzirem ICD, mostrando desempenho
clinico notavel (KEPP et al., 2014). Dados anteriores do nosso grupo
(FLORENCIO et al., 2022) mostraram que a CAs apresenta evidéncias genuinas
de inducado de ICD e, portanto, € uma candidata altamente promissora para
estudos posteriores com 0 melanoma metastatico. Esses dados evidenciaram
que a exposicdo de ceélulas de melanoma B16-F10 a cromomicina As (CAs)
resulta na liberacdo de DAMPs, bem como gera um efeito vacinal em

camundongos.
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No presente trabalho foram feitas investigagbes adicionais, que
confirmaram umaativacdo adequadado sistema imunoldgico pelascélulas B16-
F10 expostas a CAs. Primeiramente, foi observada a liberacdo de TNF-a por
esplendcitos cultivados na presenca de B16-F10 pré-expostas a CAs e Dox, bem
como de IL-12/IL-23 no soro de animais vacinados. Estes resultados sugeriram
que células dendriticas (DCs) estavam sendo ativadas, pois as células
moribundas submetidas a ICD genuina devem recrutar e ativar efetivamente
APCs e linfécitos sem quaisquer adjuvantes externos (KEPP et al., 2014;
HUMEAU et al., 2019 VANMEERBEEK et al., 2020). A deteccéo de citocinas
pré-inflamatérias secretadas em sobrenadantes por APCs (que adquirem um
fenotipo imunoestimulador) tem sido uma abordagem alternativa ou
complementar usada para monitorar a maturagdo funcional de células
apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés “Antigen-presenting cells”).
Essas citocinas incluem, rotineiramente, IL-18, IL-6, IL-12 e IL-23, avaliadas por
meio de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e citometria de fluxo (GHIRINGHELLI
et al., 2009; FUCIKOVA et al., 2014; GALLUZZI et al., 2020).

O ensaio de vacinacéo é o método padrao-ouro para confirmacao de
ICD, devido a sua natureza espaco-temporal complexa (KEPP et al., 2014;
HUMEAU et al., 2019 VANMEERBEEK et al., 2020). Tendo isso em vista, foram
realizados multiplos ensaios de vacinagcdo com a administracéo de B16-F10 pré-
expostas a CAs ou Dox em camundongos, seguidos pela avaliacdo de
esplendcitos apos diferentes momentos. CAs induziu o aumento e ativacao de
cDC2 (CD11b*CD11c"). As cDC1 (CD11bCD11c*) também foram ativados no
grupo CA5 sem alteracdo quantitativa nesta populacdo. As cDCs apresentam
antigenostumorais e secretam citocinas queregulama sobrevivénciae ativacao
das células T. A apresentacdo do antigenos depende de dois sinais principais:
reconhecimento do complexo peptideo-MHC pelo TCR (neoantigenos tumorais
carregados no MHC II) e co-estimulagdo (moléculas coestimuladoras, como
CD80 ou CD86) (JENSEN, 2007; GALLUZZI et al., 2017).

O grupo CA5 teve expressao elevadade MHC-Ilem cDC2 e CD80/86
em cDC2 e cDC1. O grupo Dox aumentou a subpopulagédo cDC2 e aumentou
CD80 e CD86, porém néo alterou a expressdao do MCH-Il. As cDC1 séao

importantes para a imunidade antitumoral e estdo associados ao aumento da
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sobrevida global de pacientes oncolégicos (BOTTCHER et al., 2018). Elas
fazem o transporte de antigenos tumorais para os linfonodos drenantes e séo o
principal subtipo responsavel pela ligagdo cruzada de células T CD8%). Além
disso, as cDC1 intratumorais atraem células T, reestimulam e expandem células
T CD8"* especificas do tumor e apoiam a funcao efetora das células T secretando
IL-12 (BOTTCHER et al., 2018). O estado de maturacdo das APCs,
classicamente, € mensurado por citometria de fluxo, marcando células com
anticorpos especificos para moléculas de MHC-II e moléculas coestimulatérias,
incluindo CD80, CD83 e CD86; todas elas reguladas positivamente durante a
maturacdo de APCs (FUCIKOVA et al., 2011; ADKINS et al., 2017; GALLUZZI
et al., 2020).

O aumentoda ativacao de linfécitos T também foi observado sete dias
apos a vacinacdo em células T CD4* e CD8* do grupo CA5, enquanto Dox ndo
conseguiu aumentar os marcadores de ativacéo recente CD69, CD25 ou CD44
neste momento. O CD69 é um marcador de ativacédo recente de linfocitos, que
direciona o trafego de células T efetoras CD4* para a medula 6ssea, onde vao
interagir com células T auxiliares de memoria (CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID,
2017). O marcador CD25 esta relacionado a estimulacdo antigénica recente e
desenvolve um papel importante na regulagcéo da proliferagcdo de células T
(LADANY et al., 2004). O CD44 é encontrado em células naive e ativadas. Em
células naive, ha maior expressao de CD44"°% enquanto em células ativadas ha
uma maior expressdo de CD44hish, A avaliacdo da expressdo de CD44 é uma
forma ha muito tempo utilizada para identificacdo de células T de memoéria em
camundongos (ZENG et al., 2008). Apesar da ativacdo das células T do grupo

CAD5, sua funcao efetora ainda precisa ser confirmada.

Apbs os ensaios de imunofenotipagem e avaliacdo da producéo de
algumas citocinas inflamatorias, foi avaliada a resposta imune antitumoral de
camundongos vacinados com células expostas a CAs. De acordo com o perfil
de ativacéo de linfocitos observado anteriormente, foi visto que os esplendcitos
de CA5 mataram células B16-F10 in vitro, enquanto o grupo Dox néo. Estes
resultados mostram que os esplendcitos retirados de camundongos vacinados
geram uma resposta imune antitumoral contra o melanoma, mediada por células

T, semelhante ao que foi observado na literatura com outras moléculas (LIU et
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al., 2019; TRIPODI et al., 2023).

O baco e os linfonodos sdao os chamados 6érgaos linfoides
secundarios (ou periféricos), nos quais ocorrem a apresentagao de antigenos e
ativagado de linfécitos T e B, que migram para os locais de infecgcao e
desempenham ali seus papéis. Frequentemente, nos estudos de ativacao
imunoloégicaem camundongos, esses 0rgaos sao excisados e estudados quanto
a sua populagao de células imunolégicas e perfil de ativagdo. No ensaio de
vacinagao para investigacao de ICD, isso nao é diferente. Quando as células
passam por algum tipo de RCD, é gerada uma resposta imune adaptativa
especifica para os antigenos associados a essas células, desde que essas
células liberem DAMPs e citocinas que apoiem o recrutamento de APCs. Estas
vao fagocitar o material antigénico e vao migrar para os 6rgaos linfoides
secundarios, onde podem iniciar uma resposta imune dependente de linfocitos
T citotdxicos (CTL) (GOLDEN et al., 2013; GALLUZZI et al., 2020).

Floréncio et al. (2022) também avaliaram a eficacia da vacinacao
desafiando camundongos vacinados inoculando células vivas da mesma
linhagem. Camundongos C57BL/6 vacinados com células tratadas com CAs
controlaram eficientemente o crescimento do tumor. No dia 17, o volumetumoral
médio dos camundongos do grupo CA5foi significativamente menor (p =0,0001)
do que o volume tumoral médio do grupo C-. Na verdade, os animais do grupo
CAGb apresentaram apenas 20% do volume médio do tumor com solucéo salina,
e um animal ndo desenvolveu nenhum tumor. Este resultado confirma a CAs

como um indutor genuino de ICD.

Em resumo, o grupo identificou a CAs como um indutor genuino de
ICD em células de melanoma metastéatico. Estudos realizados pelo nosso grupo
de pesquisa estdo em andamento para investigar outros aspectos importantes
da atividade da CAs, como efeito in vitro contra linhagens de melanomahumano,
efeito antitumoral em monoterapia e em associacdo com inibidores de
checkpoint imunoldgico. Outros estudos sdo importantes a fim de elucidar
aspectos como toxicidade e sobrevivéncia, bem como associacbes com
imunoterapicos.
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7 CONCLUSAO

A cromomicina As (CAs) induziu morte celularimunogénica, como foi observado
pela inducao de resposta imune celular antitumoral em modelo de melanoma
murino. As células pré-expostas a CAs ativaram células dendriticas
convencionais do tipo 1 e do tipo 2, bem como linfocitos T auxiliares e citotoxicos.
Essa ativacdo foi observada, através da liberacéo de citocinas inflamatorias e
citotoxicidade contra células de melanoma murino, o que foi visto no ensaio de
citotoxicidade dos esplendcitos em co-culturacom células B16-F10. Este é um
teste in vitro comparavel ao ensaio de vacinagéao feito anteriormente pelo grupo.
Estudosadicionais sdo necessarios para elucidara atividade efetora de linfécitos
T citotdéxicos, bem como investigar a geragdo de memodria imunoldgica em

animais vacinados com células expostas a CAs.
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