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RESUMO

DCs com funcao defeituosa encontradas em pacientes com cancer possuem relacao direta
com o pobre prognostico da doenga. Com o desenvolvimento de novas imunoterapias,
percebeu-se que alguns farmacos podem reduzir a acao supressora do microambiente
tumoral (TME) e serem Uteis como imunoadjuvantes no tratamento do cancer. O sildenafil
(Viagra®) é um inibidor de fosfodiesterase 5 (PDE5-1) que aumenta a resposta antitumoral de
linfécitos T, quando administrado sistemicamente. Porém, os efeitos desse medicamento nas
DCs, células que determinam o fenétipo dos linfécitos T, ainda ndo séo conhecidos. Portanto
o objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar o efeito do sildenafil como um modulador de DCs
in vitro, visando o uso desse farmaco como um adjuvante em vacina de DCs contra
adenocarcinoma mamario (EQ771); foi objetivo paralelo padronizar um modelo experimental
mais adequado, caracterizando o efeito do GM-CSF e do sobrenadante de L929 na
diferenciagéo das DCs. DCs geradas da medula 6ssea de camundongos foram expostas ao
lisado tumoral de EQO771 e/ou ao sidenafil (0,1, 1 e 10 uM) por 24 h in vitro, e posteriormente
foi avaliada a expresséo de marcadores de superficie (MHCII, CD11c e CD80) e a liberagéo
de citocinas (IL1-B, IL-10 e TNF-a). Também foram analisadas as populagbes de linfécitos
(CD4+ e CD8*) mantidas em cocultura com as DCs moduladas e, por fim, a capacidade desses
linfécitos em matar a linhagem tumoral (EO771), quando colocados em cocultura, para avaliar
a eficacia in vitro da modulagéao das DCs. O sildenafil aumentou a expressao de MHCII e de
CD80, a secrecao de IL-13 e de TNF-a, enquanto diminuiu a expressao de de IL-10, indicando
a inducao de um perfil ativado dessas células. O tratamento aumentou o percentual das
populagdes de linfocitos duplo-positivos CD4+*CD8*. Entretanto, ndo houve aumento da morte
celular de EO771 em 24 h de cocultura com linfécitos diferenciados pelas DCs tratadas com
o sildenafil. Como resultado paralelo, a concentragao de 10 ng/mL de GM-CSF foi considerada
a mais eficaz para diferenciar populacées CD11c* MHCII* F4/80°. Nosso trabalho sugere que
o sildenafil modulou as DCs para um perfil fenotipico e funcional ativado, porém nao melhorou
a capacidade dessas células em induzir uma reposta antitumoral in vitro, nas condigdes de
tempo, linhagem tumoral e concentracdo estudadas. Outros testes sdo necessarios para
indicar se esse farmaco pode ser reposicionado como um imunoadjuvante em vacinas de DCs
para o tratamento do cancer, o que pode representar uma estratégia de menor custo e tempo

em comparagao com o desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Imunoterapia; imunoadjuvante; reposicionamento; neoplasias;

quimioadjuvante.



ABSTRACT

Defective function of DCs found in cancer patients are directly related to the poor
prognosis of the disease. With the development of new immunotherapies, it was
realized that some drugs can reduce the suppressive action of the tumor
microenvironment (TME) and be useful as immunoadjuvants in the treatment of
cancer. Sildenafil (Viagra®) is a phosphodiesterase 5 (PDE5-I) inhibitor that increases
the T lymphocyte antitumor response when administered systemically. However, the
effects of this drug on DCs, cells that determine the phenotype of T lymphocytes, are
not yet known. Therefore, the general objective of this research was to evaluate the
effect of sildenafil as a DC modulator in vitro, aiming at the use of this drug as an
adjuvant in a DC vaccine against breast adenocarcinoma (EO771); it was a parallel
objective to standardize a more adequate experimental model, characterizing the
effect of GM-CSF and L929 supernatant on the differentiation of DCs. DCs generated
from the bone marrow of mice were exposed to the tumor lysate of EO771 and/or to
sidenafil (0.1, 1 and 10 uM) for 24 h in vitro, and subsequently the expression of surface
markers (MHCII, CD11c and CD80) and the release of cytokines (IL1-B, IL-10 and
TNF-a). Lymphocyte populations (CD4 and CD8) maintained in co-culture with
modulated DCs were also analyzed, and finally, the capacity of these lymphocytes to
kill the tumor line (EO771), when placed in co-culture, to evaluate the in vitro efficacy
of the modulation of the DCs. Sildenafil was able to increase the expression of MHCII
in 24 h of treatment and CD80 in 1 h, the secretion of IL-1B in 1 h, that of TNF-a in 24
h and the percentage of CD4 + CD8 + populations. It also decreased the expression
of CD11c in 1h, the secretion of IL-10 and was not related to cell death of EO771 in
coculture with DCs and lymphocytes in 24 h of treatment. Our work suggests that
sildenafil acts positively on the phenotype and function of DCs and has no
chemotherapeutic action. Therefore, further studies may result in the repositioning of
this drug as an immunoadjuvant in the treatment of cancer and this would represent a
viable means in terms of cost and time to provide an improved immunotherapy for
cancer patients.

Key phrases: Immunotherapy; immune adjuvant; repositioning; neoplasams; chemo

adjuvant.
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1. Introducao
1.1. A resposta imune e a imunoterapia no cancer

O cancer é a principal causa de morte em paises desenvolvidos. Estima-se que
serao 22,3 milhdes de novos casos em 2030 comparados a 12,7 registrados em 2008
(BRAY et al.,, 2012). Contudo, as terapias convencionais falham em tratar
adequadamente a maioria dos tumores e apenas 5% das drogas desenvolvidas para
o tratamento do cancer que entram na fase de testes clinicos chegam efetivamente
ao mercado, resultando em uma terapéutica insuficiente e potenciais alvos sem
tratamento (COLLINS et al., 2006). Em razao desta grande necessidade, esforgos tém
sido direcionados ao desenvolvimento de novas estratégias para tratamento da
doenca. A imunoterapia é agora uma abordagem estabelecida para tratamento de
varios tipos de tumores, quer isoladamente ou em combinagdo com outras opgdes de
tratamento (GEORGOUDAKI et al., 2016). Tem crescido o interesse pela vacina com
células dendriticas - DCs (DCV) (KIMURA et al., 2012; OKAMOTO et al., 2016), que
apresenta potente capacidade de induzir linfécitos T citotéxicos (CTLs) especificos
contra antigenos tumorais. Esse tratamento tem se mostrado promissor em
combinagdo com a quimioterapia convencional (KIMURA et al., 2012), entretanto,
como tratamento para tumores sélidos, a imunoterapia baseada em DC nao foi tao

eficaz como esperado.

O microambiente tumoral (fumor microenvironment - TME) é uma estrutura
complexa que influencia a progressao do tumor, promovendo seu desenvolvimento e
disseminagcdo metastatica. As células infiltrantes do TME incluem linfocitos T
citotéxicos CD8* (cytotoxic T lymphocytes - CTLs) e células natural killer (NK),
fundamentais para a resposta do sistema imunoldgico contra as células tumorais
(OSTRAND-ROSENBERG e SINHA, 2009; YANG et al., 2010; SHIELDS et al., 2010).
Entretanto, sdo encontradas também (e predominantemente) no TME, células
supressoras, como células T regulatérias (Treg), um subtipo de linfécito T CD4+ capaz
de suprimir as respostas imunes (FRYDRYCHOWICZ et al., 2017), e células mieloides
imaturas com capacidade supressora (myeloid-derived suppressor cells - MDSCs)
(OSTRANDROSENBERG et al., 2012). O numero de MDSCs esta elevado em
virtualmente todos os pacientes e animais experimentais com malignidades. Essas
células contribuem para o crescimento do tumor através da promocao de angiogénese
(YANG et al., 2004) e da inibicdo tanto da resposta imune inata — reduzindo, por
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exemplo, a citotoxicidade de células NK (LI et al., 2009; ELKABETS et al., 2010) —
quanto da adaptativa. MDSCs inibem diretamente a ativagéo e funcéao de células T
através da producdo de arginina 1 e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(EZERNITCHI et al., 2006; NAGARAJ et al., 2010), prejudicam a migracdo dessas
células a partir dos linfonodos (HANSON et al., 2009), inibem a migracao intratumoral
de CTLs (MOLON et al., 2011) e promovem a expansao de Treg (HUANG et al., 2006;
PAN et al., 2009; SERAFINI et al., 2008). Além desses mecanismos, que afetam
diretamente linfécitos T CD4* e CD8*, evidéncias mostram que o cross-talk MDSC-
Célula Dendritica (DC) pode ser ao menos parcialmente responsavel pela disfungcéao
das DCs comumente associada ao cancer.

DCs sao células apresentadoras de antigenos (antigen presenting cells —
APCs) que exercem um papel fundamental na tumorigénese (LUNDGREN et al.,
2017). A principal funcao dessas células € processar e apresentar antigenos para
ativacao de células T CD4* e CD8*. Esses linfécitos possuem a capacidade de
controlar o desenvolvimento do cancer, seja através da indugdo apoptotica ou da
disfuncao do estado e energia das células tumorais, e atualmente sédo alvos de estudo
em aplica¢cdes imunoterapéuticas (SHANKARAN et al., 2001; KLEMM et al., 2015).

Apenas DCs sao capazes de ativar linfécitos T naive e direcionar o perfil de
resposta para T helper (Th) 1, Th2, Th17 ou Th9 (LEVIN et al., 1993; GUERMONPREZ
et al.,, 2002; SHORTMAN et al., 2002; EMMER et al., 2006; HEATH et al., 2009;
HUANG et al., 2010; LU et al., 2012). As Ths sao originadas a partir das células T
CD4+ e sao responsaveis por mediar as respostas humoral e celular. A diferenca entre
a Th1 e Th2 esta nas citocinas secretadas (MOSMANN et al., 1986). A principal
citocina secretada pela Th1 é INFy, responsavel pela ativacdo de macrofagos,
enquanto Th2 secreta interleucina-4 (Interleukin-4 - IL-4), IL-5, IL-10 e IL-13, que por
sua vez induzem a produgéo de imunoglobulina E (IgE), o recrutamento de eosindfilos
e a remocao de parasitas (SZABO et al., 2003; ANSEL et al., 2006). A Th17 é
responsiva a infec¢des bacterianas e fungicas e secretam IL-17a, IL-17f, IL-22 e IL-21
(HARRINGTON et al., 2005; PARK et al., 2005; WEAVER et al., 2007). Ja a Th9
expressa principalmente IL-9, que estimula a proliferagéo celular e previne apoptose
(PERUMAL & KAPLAN, 2011).

As DCs ativadas (maduras) expressam moléculas coestimulatérias (CD80 -
Cluster of differentiation 80, CD86 e CD40), complexo principal de
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histocompatibilidade (Major histocompatibility complex - MHC) de classes | e Il e
produzem citocinas, sendo a IL-12, mais especificamente, responsavel pela
diferenciacdao de CTLs, que promovem defesa contra infecées virais, patdégenos
intracelulares e células tumorais, e células Th1, que suprimem o crescimento tumoral
(BALKWILL e MANTOVANI, 2001). As proteinas de superficie CD80 e CD86,
presentes na membrana plasmatica das APCs, se ligam a proteina de superficie CD28
na membrana plasmatica dos linfécitos T aumentando a aderéncia da APC; assim
como a CD40 se liga a CD40L da célula T, resultando na transducdao de sinal
desencadeada pelo reconhecimento do MHC pelo receptor de célula T, presente na
superficie desses linfécitos (T cell receptor— TCR) (LINSLEY et al., 1993). As DCs em
estado de repouso que nao atuam como sentinelas sao consideradas imaturas, sendo
a maior caracteristica dessa condicao a alta taxa de endocitose, 0 que ocorre
comumente em seu estado normal (SALLUSTO et al., 1995). DCs maduras ndo sao
tdo eficientes na captura de antigenos, porém sao melhores em estimular a
proliferacao de linfocitos T CD4+e CD8* (YOUNG et al., 1990). Por outro lado, as DCs
maduras ou imaturas podem estar em um estado tolerogénico, quando participam da
aplicacédo da tolerancia central e periférica, induzindo uma reposta supressora (com
diferenciacao de linfécitos Treg, por exemplo) (YOGEV et al., 2012; ZLOTNIKOV-
KLIONSKY et al., 2015). Em muitos pacientes com cancer, entretanto, o numero de

DCs maduras esta reduzido e a funcao dessas células é deficiente.

Célula dendritica

CD80/86 MHCII CD80/86
—
CTLA-4 TCR CD28
Linfocito T

Fig. 1. Representagéo esquematica da DC aderida a um linfécito T mostrando a interagéo entre suas

proteinas de membrana responsaveis pela transdugao de sinais. llustragao do préprio autor.
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DCs com fungao defeituosa foram encontradas em muitos pacientes com uma
variedade de canceres, assim como na maioria dos camundongos com tumores
transplantados ou espontaneos (GABRILOVICH, 2004; BELLONE et al., 2006; LEE et
al., 2006; ORMANDY et al., 2006; PERROT et al., 2007; PINZON-CHARRY et al.,
2007). O TME perturba sistemicamente o processo de ativagao das DCs, aumentando
o acumulo de DCs imaturas (GABRILOVICH, 2004). Como resultado, essas células
falham em ativar células T tumor-reativas e/ou tornam-se tolerogénicas. DCs
infiltrantes do tumor (TIDC) mostram uma complexa variagao fenotipica e foi reportado
que TIDCs estdo correlacionadas com pobre prognostico no céancer quando
expressam o marcador de DC imatura CD1a, ou podem ser benéficas para o
prognéstico do cancer quando expressam os marcadores de DC madura DC-LAMP
ou CD83 (CHAPUT et al., 2008). Lundgren et al. (2017) demonstraram que uma alta
infiltracdo de DCs maduras em estado tolerogénico prediz, independentemente de
outros fatores, uma curta sobrevivéncia de pacientes com adenocarcinoma
periampolar. Mdltiplas condigdes e fatores no TME, incluindo hipdxia, acumulo de
acido latico e de adenosina, causam anormalidades nas DCs (revisdo em
GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012). Portanto, farmacos que
modulem as DCs para um perfil ativo e as tornem mais resistentes e menos
responsivas ao ambiente supressor do TME podem ser imunoadjuvantes Uteis no

tratamento de tumores.

Existe o desejo de encontrar tratamentos mais especificos para o cancer, que
minimizem os danos as células saudaveis. As imunoterapias aproveitam o poder e a
especificidade do sistema imunolégico (particularmente do sistema imunol6gico
adaptativo), manipulando a resposta imune para atacar tumores (MELLMAN;
COUKOS; DRANOFF, 2011; PALUCKA; BANCHEREAU, 2012; PARDOLL, 2012;
RESTIFO; DUDLEY; ROSENBERG, 2012). A ultima década assistiu a uma grande
expansao no numero de imunoterapias experimentais contra o cancer testadas em
ensaios clinicos (OSTRAND-ROSENBERG et al., 2012). Devido a capacidade das
DCs de controlar a imunidade e a tolerancia imune, e sua funcao em ligar as respostas
imunes inata e adaptativa, as DCs se tornaram um alvo promissor nos esforcos para
gerar resposta imune contra varias formas de cancer (PALUCKA; BANCHEREAU,
2012). DCs pulsadas com peptideos sintéticos derivados dos antigenos tumorais
conhecidos (vacinas de DCs — DCVs) tém potente capacidade de induzir CTLs
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especificas contra antigenos tumorais (MAYORDOMO et al., 1995; THURNER et al.,
1999), além de ser importantes para inibir a supressao imune associada ao tumor
causada pelos agentes quimioterapéuticos classicos. DCVs parecem adequadas para
enfrentar os desafios impostos pelo ambiente tumoral e, consequentemente, tem
havido muito entusiasmo em torno do seu uso como adjuvante terapéutico no cancer
(EAGLES et al., 2018; SITKOVSKY e OHTA, 2005; PALUCKA et al., 2011; KIMURA
et al.,, 2012; RADFORD et al., 2014).

Entretanto, como tratamento para tumores sélidos, a imunoterapia baseada
em DC néo foi tdo eficaz como esperado e varios relatos mostram que obstaculos
devem ser superados antes que a imunoterapia baseada em DC possa ser usada
como uma estratégia eficaz (NESTLE; FARKAS; CONRAD, 2005). Uma das maiores
dificuldades em relacdo ao tratamento de tumores avangados parece ser que as
células do TME, como as MDSCs e Treg, suprimem a resposta imune antitumoral do
paciente. Além disso, Lundgren et al (2017) destacam a importancia de levar em
consideracao o fenétipo das DCs (madura ou tolerogénica) na avaliacao do resultado
de ensaios clinicos com DCV. Assim, para um melhor resultado da DCV, tem sido
sugerido o desenvolvimento de imunoterapias melhoradas baseadas em DC, que
possam desviar da supressao do TME (JUNG et al., 2018).

Portanto, dois aspectos relevantes e com potencial para melhorar a eficacia da
DCV séao a obtencado de DCs com perfil morfolégico e funcional maduro e que seja
duradouro e resistente ao TME, bem como uma maior capacidade de provocar
resposta linfocitaria competente. Farmacos que induzam essas caracteristicas podem

ser imunoadjuvantes Uteis no tratamento do cancer utilizando vacina de DCs.

1.2. O sildenafil como um agente imunomodulador e antitumoral

Confrontados com os custos para desenvolvimento de novos medicamentos,
0s pesquisadores estdo procurando maneiras de reaproveitar os antigos. Pegar
medicamentos que foram desenvolvidos para um disturbio - e até mesmo alguns que
fracassaram nos testes iniciais - e “reposiciona-los” para tratar outra doenca é uma
estratégia crescente na industria e na academia (NOSENGO, 2016; PEIXOTO;
NUNES; RAPOSO, 2017). Os inibidores de fosfodiesterase (PDE-Is) sdo drogas que
bloqueiam a atividade de uma ou mais das 12 isoformas de PDE (enzimas que
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degradam os nucleotideos ciclicos), modulando, assim, os niveis intracelulares de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e monofosfato de guanosina ciclico (GMPc).
A PDE5 age principalmente na via de sinalizagdo 6xido nitrico (NO)/GMPc; a
administracdo de PDE5-Is seletivos aumenta os niveis de GMPc, com efeitos em
multiplos 6rgaos e sistemas (HARTELL, 1996; PUERTA et al., 2009).

A enzima soluvel 6xido nitrico sintetase (NOS), encontrada primeiramente em
macréfagos, é a responsavel pela sintese de NO a partir do aminoacido arginina; o
NO se liga a guanilato ciclase soluvel (GCs), que converte GTP (trifosfato de
guanosina) em GMPc (RALL et al., 1958; HIBBS et al., 1988; MARLETTA et al., 1988;
HEVEL et al.,, 1991). As transdugdes de sinais envolvidas na via de sinalizagdo
NO/GMPc sao responsaveis pelos seguintes efeitos: relaxamento do musculo liso e
regulacdo da pressdo arterial, agregacdo e desagregacdo de plaquetas,
neurotransmissao periférica em nervos nao adrenérgicos e ndo colinérgicos e nos
processos de depressao a longo prazo (WARNER et al., 1994; IVANOVA et al., 1994).
Os componentes da via, GCs, NO e GMPc, podem influenciar na transformacéao de
células normais em células tumorais e/ou auxiliar na progressdo do tumor. Foi
observado que a inibicdo de GCs diminui os niveis de GMPc e aumenta a apoptose
em células de cancer de ovario através da regulacdo do gene que transcreve a
proteina de supressao tumoral p53, e a alta concentracao de NO foi responsavel por
criar um ambiente carcinogénico e induzir mutagées no DNA, mais especificamente
no gene que codifica a p53 (AMBS et al., 1997; FRASER et al., 2006).

Até o momento, quatro PDE5-Is foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA):
sildenafil, vardenafil, tadalafil e avanafil. A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) aprovou também o Lodenafil (HALLEVA®, Cristalia), que foi desenvolvido
no Brasil. O sildenafil foi o primeiro dos PDE5-Is a ser desenvolvido, no final dos anos
80 pela Pfizer. Ele foi originalmente planejado como um tratamento para angina
pectoris e entrou nos primeiros testes clinicos em 1991 (NOSENGO, 2016;
GHOFRANI; OSTERLOH; GRIMMINGER, 2006). Entre os efeitos colaterais relatados
nesses estudos iniciais estavam eregdes penianas. Naquela época, ndo havia
tratamentos medicamentosos por via oral para a disfungcéao erétil; portanto, como o
interesse em usar sildenafil para angina diminuiu, os primeiros testes em disfuncéo

erétil foram iniciados em 1993. Esses testes foram bem-sucedidos e o sildenafil,
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comercializado como Viagra® (Pfizer), foi aprovado pela FDA e EMA em 1998
(PANTZIARKA et al., 2018). Sob 0 nome comercial de Revatio® (Pfizer), também foi
aprovado para terapia de hipertensao arterial pulmonar em junho de 2005 (ZHAO et
al., 2002; GALIE et al., 2005) e, mais recentemente, para o fendmeno de Raynaud
(ROUSTIT et al., 2013; FRIES; SHARIAT; WILMOWSKY, 2005). Esta sendo testado
atualmente para tratamento de hipertrofia cardiaca (SANDNER et al., 2007) e doencas
neurodegenerativas e autoimunes (revisdo em PEIXOTO; NUNES; RAPOSO, 2017).
Portanto, o sildenafil € uma classica histéria de sucesso de reposicionamento.

Dados emergentes nos campos da farmacologia do cancer e da imunoterapia
sugerem que os PDE5-Is podem ser agentes antitumorais eficientes, que atuam por
diferentes mecanismos. O tratamento com sildenafil foi associado a melhora da
sobrevida e reduziu em 50% o risco de desenvolver cancer colorretal em
camundongos (ISLAM et al.,, 2017) e aumentou a eficacia da doxorrubicina no
tratamento de cancer de préstata (DAS et al., 2016). O acumulo de GMPc, como
consequéncia da inibicdo da PDES5 pelo sildenafil, foi associada a uma alteracéo na
atividade desse nucleotideo ciclico, que se correlacionou com a indu¢ao da apoptose
em células tumorais (PIAZZA et al., 2001).

Serafini et al primeiro delinearam os efeitos imunomoduladores dos PDE5-Is
em relagdo ao cancer em 2006. Eles mostraram que, em varios modelos murinos, o
tadalafil e o sildenafil atrasaram significativamente o crescimento do tumor em
camundongos imunocompetentes, mas ndo em camundongos imunocomprometidos.
Estudos posteriores demonstraram que o sildenafil melhorou a resposta das células T
tumor-especificas, aumentou a infiltragéo e a ativacao de células T CD8* intratumorais
e reduziu o numero de linfécitos Treg especificos para tumores (revisdo em
PANTZIARKA et al., 2018). Também foi demonstrado que o sildenafil modulou o
ambiente supressor do TME através da regulagdo negativa de populacées MDSC,
aumentando a imunidade antitumoral e inibindo o desenvolvimento de tumores e o
surgimento de metastases (SERAFINI et al., 2006; CAPUANO et al., 2009; LIN et al.,
2017). Booth et al. (2017) mostraram que a combinagéo de sildenafil e pemetrexede
aumentou a morte celular mediada pelo sistema imunoldégico em um modelo de
carcinoma de pulméo Lewis singénico em camundongo. O tratamento em combinacao

também aumentou a eficacia antitumoral dos anticorpos inibidores de checkpoint
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dirigidos contra Proteina 1 de morte celular programada (PD-1) ou contra antigeno

associado ao linfécito T citotdxico (CTLA-4).

Diante desses resultados, varios estudos sugerem o uso de PDE5-Is em
combinacado com a quimioterapia tradicional para tratamento do cancer (MEYER et
al., 2011; BOOTH et al., 2015; CONFINO et al., 2016). Entretanto, ainda ha muito a
ser esclarecido quanto aos efeitos dos PDE-Is na imunidade antitumoral, para uma
melhor aplicacdo dessa classe de farmacos no contexto do cancer. Nesse ambito,
apesar dos relatos da agéo do sildenafil sobre a resposta de células T, induzindo perfis
citotéxicos a despeito de células Treg, ndo ha nenhum trabalho, até onde sabemos,
descrevendo o efeito do sildenafil sobre as DCs, que sao células determinantes do
fenétipo dos linfocitos T. Portanto, mais estudos sdo necessarios para determinar o
papel das DCs no efeito antitumoral dos PDE-Is, o que podera apontar para outras

aplicacées, por exemplo, como adjuvantes na terapia com DCVs.

Estudos recentes do nosso grupo e de outros grupos de pesquisa por todo o
mundo demonstram que o sildenafil tem um efeito anti-inflamatério, principalmente
sobre a neuroinflamacdo (revisdo em PEIXOTO; NUNES; RAPOSO, 2017).
Surpreendentemente, no contexto do cancer tem sido relatado um aumento dos niveis
de mediadores pro-inflamatérios (IL-1B, IL-6, VEGF, S100A9) (MEYER et al., 2011);
no TME, os efeitos desses PDE5-Is sdo a favor de uma redugcdo da supressao da
resposta inflamatéria. Nés hipotetizamos que esse efeito no TME poderia ser uma
consequéncia da ativacao de DCs pelo sildenafil. Antes de propor essa investigacao,
consideramos importante obter alguns resultados preliminares, a fim de constatar se
o sildenafil seria capaz de ativar DCs para um perfil maduro, e se essas DCs
moduladas seriam funcionais quando transferidas adotivamente para camundongos.
Os experimentos preliminares realizados demonstraram que o farmaco induziu, de
fato, um fenétipo ativado/maduro das DCs. O sildenafil, associado ou ndo com LPS
(100 ng/mL), elevou a expressdo dos marcadores de superficie CD11c e MHCII. O
tratamento com sildenafil também aumentou a expressdo de proteinas
coestimulatérias, CD86 e CD80. Esses resultados indicaram que o sildenafil era capaz
de ativar as DCs, induzindo um fen6tipo maduro (Fig. 2).

Era necessario, entretanto, verificar se DCs ativadas pelo sildenafil in vitro
seriam funcionais. Uma vez que o modelo de infeccdo sistémica com o fungo
Paracoccidioides brasiliensis (Pb) € um modelo padronizado em nosso laboratério,
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animais submetidos a essa infeccdo fungica foram utilizados nesses ensaios
preliminares. Os resultados demonstraram que DCs tratadas com sildenafil e
transferidas adotivamente (via intravenosa) para camundongos infectados com Pb
foram eficientes em combater o fungo, reduzindo significativamente as unidades

formadoras de colénia isoladas do figado dos animais infectados (Fig. 3).
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Analise preliminar, por citometria de fluxo, de DCs geradas a partir de precursores da medula
0ssea e tratadas in vitro com sildenafil (Viagra®, Pfizer), por 24 h, nas concentragbes de 0,1, 1, 10 e
100 uM. *P<0.05, **P<0,01 e ***P<0.001, em comparagcado com o grupo controle (Cont — DCs, que nao
receberam nenhum estimulo). (Oneway Anova/Bonferroni; GraphPad Prism). LPS foi usado como

controle positivo de ativagcdo das DCs. MFI = Intensidade Média de Fluorescéncia.

O Pb sintetiza antigenos metabdlicos que interagem com o sistema imune do
hospedeiro, provocando uma resposta imunoldgica altamente complexa e multifatorial
(BENARD, 2008). Estudos clinicos e experimentais tém sugerido a interacdo entre
mecanismos inatos e adaptativos de defesa na determinagédo da resisténcia ao Pb
(MENDES-GIANNINI et al., 2008; CALICH et al., 2008). A importancia da resposta
Th1 na Paracoccidioidomicose (a micose sistémica humana cujo agente etioldgico é
o Pb) foi demonstrada, in vivo, pelo desenvolvimento de doenca disseminada em
paciente portador de deficiéncia congénita do receptor de IL-12/IL-23 (MORAES-
VASCONCELOS et al.,, 2005), citocinas essenciais também para a resposta
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antitumoral por Th1. Portanto, embora a resposta antifungica siga algumas vertentes
diferentes da resposta antitumoral, ha também pontos de intersec¢do, o que nos

encorajou a continuar a investigacdo no contexto do cancer.
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Fig. 3. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias (CFU) em figado de animais infectados
com o fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb18), que receberam tratamento profilatico por
transferéncia adotiva de células dendriticas (DCs). 5 x 105 DCs previamente moduladas com LPS (100
ng/mL) + sildenafil (1 uM) foram inoculadas, através do plexo retro orbital, em camundongos C57BL6/J.
Qutros animais receberam DCs moduladas com LPS (100 ng/mL; controle positivo) ou receberam
apenas PBS (ndo receberam DCs; controle negativo). Apés 4 dias, 106 leveduras de Pb18 foram
inoculadas pela mesma via. 10 dias apés a inoculagdo do fungo, os animais foram eutanasiados e o
figado, homogeneizado e mantido em placas de Petri durante 10 dias, quando foi feita a contagem das
Unidades Formadoras de Col6nia. Os resultados demonstraram que animais tratados com DCs
estimuladas com LPS + Sild tiveram um ndmero significativamente menor de CFU, em comparacgéo
com os animais que receberam DCs moduladas pelo LPS ou que receberam apenas PBS,
demonstrando que DCs moduladas pelo sildenafil apresentam melhor eficacia terapéutica. *P<0.05,
**P<0.01 (one way anova/Bonferroni; GraphPad Prism).

Diante desses resultados preliminares, foi levantada a hipétese de que o
sildenafil poderia induzir um perfil maduro de DCs, que direcionaria a resposta de
células T em modelo de cancer. Esse mecanismo poderia ser responsavel, em grande
parte, pelos efeitos sobre a imunidade antitumoral observados em estudos prévios
que utilizaram injecao sistémica de sildenafil. A hip6tese, se confirmada, apontaria
para o uso de uma terapia celular com DCs moduladas pelo sildenafil e transferidas
adotivamente para o paciente, como mais adequada do que a injecao sistémica do
farmaco, considerando que o0 mesmo também possui agao anti-inflamatéria, o que nao

€ interessante no contexto da terapia anticancer.
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1.3. Diferenciacao de células dendriticas a partir dos precursores

comuns da medula 6ssea

Células tronco hematopoiéticas (Hematopoietic stem cells - HSC) sé&o
encontradas na medula 6ssea e podem dar origem a DCs, macréfagos e eritrécitos
(SEITA etal., 2010). As DCs podem ser diferenciadas a partir dos precursores comuns
de DCs, progenitores linfoides e monécitos do sangue em condi¢des inflamatorias, e
seus subtipos sao separados em trés grandes grupos: plasmocitoide (pDC),
convencional (cDC) e inflamatéria (infDC) (COLLIN et al., 2018; MERAD et al., 2013;
MILDNER et al., 2014; SCHLITZER et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018). Esses
subtipos possuem diferentes moléculas coestimulatérias (marcadores de superficie),
que resultam da diferenciacdo e guiam os eventos da resposta imune (SEGURA et
al., 2016; STAINMAN et al., 1980).

Sabe-se que a diferenciacao celular pode ser diretamente afetada por alguns
fatores quimicos e fisicos, como os fatores de estimulacdo de colénias (CSF),
temperatura e gravidade (NA et al., 2016; MASIELLO et al., 2018; MACE et al., 2011).
Existem diversas alternativas na metodologia de diferenciacdo de DCs in vitro a partir
das células derivadas da medula éssea (BMDC). O uso do fator de estimulacao de
colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) é o mais recorrente em protocolos
(INABA et al., 1992; XU et al., 2007; LACEY et al., 2012). Também é sabido que a
concentracdo de GM-CSF influencia diretamente na porcentagem e no perfil das
células diferenciadas (NA et al., 2016; MARIM et al., 2010).

L929, uma linhagem de fibroblasto, € conhecida por secretar ambos M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor) e GM-CSF em diferentes concentragdes
(ENGLEN et al.,, 1995). Alguns protocolos indicam o uso de meio de cultura
condicionado com o sobrenadante de L929 para diferenciar macréfagos (BOLTZ-
NITULESCU et al.,, 1987; TROUPLIN et al.; 2013). Porém, ndo existe nenhum
protocolo especifico que mostre a mesma atividade com foco em DCs, mesmo sendo
de conhecimento comum a produgdo de GM-CSF por essa linhagem especifica. A
concentragdo de 10 ng/mL de GM-CSF é a mais comumente usada para diferenciar
DCs (NA et al., 2016). Por outro lado, o meio de cultura condicionado com 30% de
sobrenadante de L929 é o método mais utilizado para diferenciar macrofagos. A
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concentragdo dessas substancias pode influenciar o tipo celular diferenciado, bem
como a sua funcao (SUN et al., 2018; NA et al., 2016), entretanto a literatura é rarefeita
a esse respeito. Conhecer essas propriedades e nuances da diferenciacédo de DCs e
macréfagos é essencial na obtencdo de um modelo experimental validado e confiavel
para o desenvolvimento de novas terapias focadas na modulagao da resposta imune.
Portanto, a nossa hipdtese com relagao a metodologia de diferenciagéo de DCs foi de
que o GM-CSF e sobrenadante de L929 resultaria em perfis fenotipicos e percentuais
populacionais distintos de DCs.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do sildenafil (Viagra®, Pfizer) como um adjuvante em vacina
de DCs (DCVs) contra adenocarcinoma mamario (EO771). Paralelamente, para
padronizacdo de um modelo experimental mais adequado, foi caracterizado o efeito
do GM-CSF e do sobrenadante de L929 na diferenciacao de DCs.

2.2. Objetivos Especificos

Diferenciagdo das DCs: tratar as células precursoras da medula 6ssea de
camundongos com concentracdes diferentes de GM-CSF e do sobrenadante de L929

e avaliar/comparar:

e A expressao de MHC-Il, CD11c e F4/80, utilizando citometria de
fluxo;

e As populagbées CD11c* MHC-II* (perfil caracteristico de DCs) entre os
grupos de tratamento;

e A presenca das populacées de F4/80 (marcacao caracteristica de
macréfagos) entre os grupos de tratamento.

Modulagdo das DCs e analise fenotipica e funcional: tratar as DCs com
sildenafil (Viagra®, Pfizer) e/ou lisado celular da linhagem de adenocarcinoma
mamario EO771, bem como cultivar as DCs moduladas em sistema de cocultura com

linfécitos CD4+ e CD8* totais do baco de camundongos e avaliar/comparar:

e A expressdo de MHC-II, CD11c e CD80, utilizando citometria de
fluxo;

e A secrecao de IL-10, IL-18 e TNF-a, através da dosagem de
citocinas pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay);

e As populagdes de linfécitos CD4+, CD8* e CD4+CD8*;

e As populacées de EO771 viaveis em cocultura com DCs e/ou
linfocitos.
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3. Material e métodos

3.1. Reagentes

Os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e os
anticorpos, da eBioscience (Affymetrix - Santa Clara, CA, EUA). Os kits de dosagem
de citocinas foram adquiridos da R&D (Mineapolis, MN, EUA). O Viagra® (Pfizer) foi
adquirido comercialmente, macerado, dissolvido em solucéo salina estéril e filtrado

imediatamente antes do uso.

3.2. Animais

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os Principios de Etica
em Pesquisa Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA, com a aprovagao prévia do Comité de Etica em Pesquisa sobre o Uso de
Animais (CEUA/UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas; numero do
protocolo: 5074-1/2018). Neste estudo, foram usadas fémeas de camundongos
C57BL/6, com 6—8 semanas de idade provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério — UNICAMP.
Os animais foram mantidos em condicoes livres de germes patogénicos especificos,
num ambiente com temperatura e fotoperiodo controlado, com agua e alimento
autoclavados ad libtum durante o experimento. Os camundongos foram mantidos no
Biotério de Animais SPF (Specific Pathogen Free), Area de Imunologia, Departamento
de Biologia Estrutural e Funcional (Instituto de Biologia, UNICAMP).

3.3. Diferenciacao das DCs com fatores de estimulo de crescimento de
coldnias
3.3.1. L929 Supernatant
2x10% células de L929 foram colocadas em garrafas de cultura. O sobrenadante
foi coletado no segundo dia ap6s a confluéncia total. O pH foi mensurado e o
sobrenadante de 10 garrafas foram utilizados para definir as concentracdes de
condicionamento (v-v 1%, 5%, 10% e 25%)
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3.3.2. Diferenciacao de DCs a partir de precursores da medula 6ssea

ApGs a eutanasia dos animais, que foi realizada por overdose de anestésico (300
mg/kg de ketamina + 30 mg/kg de xilazina, i.p.), células precursoras da medula éssea
foram coletadas dos fémures e tibias dos camundongos, utilizando seringa e agulha
de calibre 26G, conforme protocolo estabelecido por LUTZ et al. (1999). Apds
centrifugacéao (1500 rpm, 4°C por 10 min), as células foram contadas e foram
transferidas 2 x 10° para cada pocgo de tratamento contendo meio de cultura IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) condicionado, ou seja, contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB), 50 mg/mL de L-glutamina, penicilina e etreptomicina (Gibco Inc.,
Billings, MT, USA) e suplementado com GM-CSF (1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL ou 25
ng/mL) ou sobrenadante de L929 (v/v: 1%, 5%, 10% ou 25%). A cultura foi incubada
por sete dias a 37°C, em estufa com 5% de CO2. O controle do experimento é o grupo
que nao recebeu nenhum tipo de exposicao a ambos os fatores de diferenciagdo. A
cada dois dias, 40% do meio de cultura foi descartado e substituido por um novo. O
processo de diferenciacdo celular foi acompanhado por imunomarcacao
(CD11c*MHC-II* - descrigao dos anticorpos no proximo topico) e analise por citometria
de fluxo em dois experimentos independentes utilizando triplicatas.

3.3.3. Analise das populagcdes por citometria de fluxo

ApGs o teste de viabilidade por Azul de Trypan (Sigma), os pogos de tratamento
foram individualmente homogeneizados em 1 mL de PBS estéril (salina tamponada
com fosfato 0.02 M) para lavar e remover o meio de cultura. A imunomarcacao foi
realizada com os seguintes anticorpos: anti-F4/80 (Clone BM8, PE-Cy7, #25-4801-
82), anti-MHCII (Clone M5/114.15.2, PerCP Cy5.5, # 107626) e anti-CD11c (Clone
N418, APC, # 117310). As amostras foram incubadas por 30 min (4° C em camara
escura), em seguida foram fixadas com paraformoldeido 1%, lavadas para retirar o
excesso do fixador e ressuspendidas para a aquisicdo. 20.000 eventos foram
adquiridos de cada amostra no citdbmetro de fluxo (FACS Verse — BD Biosciences
localizado no Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, UNICAMP) e os dados
foram analisados no software FlowJo VX.
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3.4. Modulacao das DCs
3.4.1. Modulagao de DCs pelo sildenafil

Apbs os sete dias de diferenciacdo das DCs, seguindo a metodologia
mencionada no item 3.3.2. com a concentragao de 10 ng/mL de GM-CSF, o meio de
cultura foi substituido por meio IMDM completo (contendo 10% de SFB e 50 ug/mL de
gentamicina) e as culturas, separadas em cinco grupos de acordo com o tratamento

recebido:

e Controle negativo (C) — Na auséncia de qualquer estimulo;

e Controle positivo (LPS) - As células foram expostas a LPS
(Lipopolissacarideo de Escherichia coli - cepa 026:B6/ 100ng/mL,
Sigma) + lisado (10 x 10° células tumorais da linhagem de
adenocarcinoma mamario EO771 lisadas);

e Controle lisado (Ly) — As células foram expostas ao lisado tumoral de
EQ771;

e Controle sildenafil (S) — As células foram expostas ao sildenafil nas
concentragdes de 0.1, 1, 10 e 100 uM;

e Sildenafil + lisado (S+Ly) — As células foram expostas ao sildenafil, nas
concentragdes 0.1, 1, 10 e 100 uM e, concomitantemente, ao lisado

tumoral.

As DCs foram incubadas com cada tratamento por 1 h e 24 h em estufa a 37°C
contendo 5% de COz2. Apéds a incubacao, aliquotas dessas células foram coletadas e
avaliadas quanto a expressdo de moléculas de superficie e capacidade de
apresentacao de antigenos. Os sobrenadantes das culturas também foram coletados
para andlise da produc¢éao de citocinas secretadas pelas DCs, conforme procedimentos
descritos abaixo. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, em dois

experimentos independentes para cada método descrito.
3.4.2. Analise de marcadores de superficie das DCs

Apos os tratamentos, as células foram incubadas por 30 min, a 4°C, no escuro,
com os anticorpos contra MHCII (clone M5/114.15.2, PE Cy7), CD11c (clone N418,
APC) e CD80 (clone 16-10A1, FITC). Em seguida, as células foram fixadas com
paraformaldeido 1% e as preparacdes foram adquiridas em citdmetro de fluxo (20.000
eventos/amostra) (FACS Verse — BD Biosciences localizado no Departamento de
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Biologia Estrutural e Funcional, UNICAMP) e os dados foram analisados no software
FlowJo VX.

3.4.3. Dosagem de citocinas por ELISA

Os sobrenadantes foram coletados e submetidos a ensaio para deteccao de
TNF-a (DY410-05), IL-1B8 (DY401-05) e IL-10 (DY417- 05), através do método de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Esta caracterizacao foi realizada com
0 uso de kits de dosagem de citocinas da R&D Systems — DuoSet ELISA, segundo
instrucdes do fabricante. A leitura foi feita em leitor de placas Thermo Scientific
(Multiskan Go).

3.5. Analise das populacoes de linfocitos CD4+ e CD8+

Apos a eutanasia dos animais, seus bagos foram removidos com assepsia,
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura IMDM completo,
divulsionados com émbolo de seringa e com o auxilio de peneira estéril e
sedimentados por centrifugacdo. Foi usado o tampao de lise de células vermelhas
ACK (0,15 M NH4ClI, 1,0 mM KHCOs, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2) para eliminar as
hemacias. Foi utilizado o método de separacao de linfocitos por gradiente de Percoll
com 2 densidades diferentes. Brevemente, as células totais do baco foram
homogenizadas num tubo de centrifuga contendo o Percoll 30% e todo o volume foi
passado delicadamente, com auxilio de uma pipeta pasteur, para outro tubo contendo
o Percoll 70%. Posteriormente o tubo foi centrifugado a 450G, a 4°C por 30 min e o
pellet entre os dois gradientes foi coletado, lavado com PBS e centrifugado
novamente. Para analise do perfil de resposta celular de linfocitos T, uma aliquota de
DCs (2 x 10* células/mL), j& submetidas aos diferentes tratamentos descritos, foi
colocada em cada poc¢o de uma placa de 96 pogos e, em seguida, foi adicionada uma
aliquota de linfocitos T totais do bagco (2 x 10% células/mL/pogo) ja separados
(proporcao 1:10 DC:T). Apéds o término da incubacao, as células foram marcadas com
anticorpos contra proteinas de superficie: anti-CD4 (clone RM4-4, PE Cy7) e anti-CD8
(clone 53-6.7, APC), fixadas com paraformaldeido 1% por 20 min e permeabilizadas
com tampdes comerciais da eBioscience.

Grupos de tratamento:
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e Célula dendritica + Linfécitos (DC+L) - As DCs foram mantidas em
cocoultura com os linfécitos totais do baco;

e Célula dendritica modulada com lisado tumoral + Linfocitos (DC (MLy)+L)
- As DCs moduladas com lisado de EO771 foram mantidas em cocoultura com
os linfocitos totais do baco;

e Célula dendritica modulada com sildenafil 1 uM + Linfécitos (DC (MS1) +L)
- As DCs moduladas com sildenafil 1 uM foram mantidas em cocoultura com
os linfocitos totais do baco;

e Célula dendritica modulada com sildenafil 10 pM + Linfécitos (DC
(MS10)+L) - As DCs moduladas com sildenafil 10 uM foram mantidas em
cocoultura com os linfécitos totais do baco;

e Células dendriticas + linfocitos modulados com sildenafil 1 pM
(DC+L(MS1)) — As DCs foram mantidas em cocultura com os linfocitos totais
do bago, modulados com sildenafil 1 pM;

e Células dendriticas + linfocitos modulados com sildenafil 10 puM
(DC+L(MS10)) — As DCs foram mantidas em cocultura com os linfocitos totais
do bago, modulados com sildenafil 10 uM;

e Célula dendritica modulada com sildenafil 1 pM e lisado tumoral +
Linfocitos modulados com sildenafil 1 uM (DC (MS1Ly) +L(MS1) ) — As DCs
moduladas com sildenafil 1 uM e lisado de EO771 foram mantidas em cocultura
com linfécitos totais do bago modulados com sildenafil 1 uM;

e Célula dendritica modulada com sildenafil 10 pM e lisado tumoral +
Linfocitos modulados com sildenafil 10 uM (DC (MS10Ly) +L(MS10) ) — As
DCs moduladas com sildenafil 10 uM e lisado de EO771 foram mantidas em
cocultura com linfocitos totais do bago modulados com sildenafil 10 uM.

3.6. Ensaio Live and Dead - linhagem EO771

Apds a diferenciagdo das DCs (2 x 10* por pogo) e exposicdo aos diferentes
tratamentos, foi realizada a cocultura com linfocitos totais do bacgo (2 x 10%) e EOQ771
(2X10%) em placa de 96 pogos. Apos 72 h, as células foram marcadas com anticorpos
contra proteinas de superficie anti-MHCII (Clone M5/114.15.2, PerCP Cy5.5) e anti-
CD11c (Clone N418, APC), CD4 (clone RM4-4, PE Cy7), CD8 (clone 53-6.7, APC) e
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Live and Dead (invitrogen - eBioscience, APC Cy7.7). Posteriormente, foi realizada
analise por citometria de fluxo.

Grupos de tratamento:

e Controle (C) — As EO771 foram mantidas em cultura, sem nenhuma
interferéncia.

e Célula dendriticia (DC) — As EO771 foram mantidas em cocultura com DCs
nao moduladas.

e Célula dendritica + linfocitos (DC+L) — As EO771 foram mantidas em
cocultura com DCs e linfécitos ndo modulados.

e Célula dendritica modulada com sildenafil 1 uM (DC (MS1)) — As EO771
foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com sildenafil 1 M.

e Célula dendritica modulada com sildenafil 10 pM (DC (MS10)) — As EO771
foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com sildenafil 10 pM.

e Célula dendritica modulada com sildenafil 1 uM e lisado (DC (MS1Ly)) —
As EO771 foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com sildenafil 1
UM e lisado tumoral de EO771.

e Célula dendritica modulada com sildenafil 10 uM e lisado (DC (MS10Ly)) —
As EO771 foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com sildenafil 10
UM e lisado tumoral de EO771.

e Célula dendritica modulada com sildenafil 1 pM + linfocito (DC (MS1) +L)
— As EO771 foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com sildenafil
1 uM e linfécitos.

Célula dendritica modulada com sildenafil 10 pM + linfécito (DC (MS10)
+L) — As EO771 foram mantidas em cocultura com DCs moduladas com
sildenafil 10 uM e linfocitos.

3.7. Analise estatistica

O nivel de significancia foi analisado usando o teste de varidncia de uma via
(oneway ANOVA) ou de duas vias (twoway ANOVA), seguido pelo teste de
comparag6es multiplas de Dunnet. O teste t-student foi usado para comparar cada
tratamento individual com o controle. O resultado foi demonstrado como a média +

erro padréo.
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4. RESULTADOS
4.1. Perfis populacionais oriundos dos tratamentos com GM-CSF ou
sobrenadante de L929

Para andlise do percentual de populagdes, as amostras foram marcadas com
anti-MHCII, anti-CD11c e anti-F4/80 para realizagao de citometria de fluxo (n = 6 por
grupo). Todos os experimentos seguiram as estratégias de gating mostradas na Fig.
4. Os dados sobre a expressao dos marcadores de superficie sdo mostrados na Fig.
5. Os resultados foram comparados com os dados do grupo GM-CSF 10 e L929 25%,
um por ser o mais utilizado para diferenciar DCs e outro mais proximo da concetragéo
utilizada para diferenciar macréfagos. Em Q1, a porcentagem de células MHCII* em
GM-CSF 25 ng/mL (10,03%) foi maior do que nos grupos controle (2,84%), GM-CSF

S5CA

1 FSC-H

% of cells. MFI: MHCH

% of cells. MFI: MHCII,
CD1c and F4/80

F4/80 PE-Cy7

% ofcells

% of cells. MFE CD11c
and F4,/80

MHC class|l PerCP Cy5.5
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Fig. 4 Estratégia de gate: Cells> single cells > MHCII, CD11c. N = 6 por tratamento. Gate negativo (Q3)
foi posteriormente preparado (F4/80+CD11c¢’) para mostrar a expressao de F4/80 nesse quadrante (Q1).
A porcentagem (%) de células em todos os quadrantes foi analisada assim como o MFI (Intensidade
de Fluorescéncia Média) de: MHCII (Q1 e Q2), CD11c¢ (Q2 e Q3), F4/80 (Q2, Q3 e no gate posterior de
F4/80+CD11c Q1).
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GM-CSF 1 GM-CSF5 GM-CSF 10 GM-CSF 25
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=
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Fig. 5. Imagem representativa mostrando a porcentagem de células (%) em quatro quadrantes no gate
MHCII/CD11c. GM-CSF 1 ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng mostraram valores semelhantes na % da populagao
de MHCII*CD11c*. A populagdo negativa de GM-CSF 25 ng/mL mostrou valores semelhantes aos do
L929 25%. O mesmo padrao foi observado na porcentagem populacional de CD11¢c+ em L929 1%, 5%
e 25%, que apresentaram valores bem semelhantes, enquanto L929 10% teve um percentual menor.
A maior porcentagem de MHCII+ foi encontrada em GM-CSF 25 ng/mL. Portanto, esses dados sugerem
que o GM-CSF 10ng/mL é o mais indicado para induzir populagbes MHCII*CD11c*. Dados

representativos de dois experimentos independentes totalizando um N=6 por tratamento.

10 ng/mL (1,26%) e L929 25% (2,57%). Em Q2, a porcentagem de células
MHCII*CD11c* (perfil mais caracteristico de DCs) em L929 25% (14,84%) foi menor
do que nos grupos controle (70,75%), GM-CSF 1 ng/mL (60,68%), 5 ng/mL (59,05%),
10 ng/mL (69,56%), L929 1% (30,73%) e 5% (27,23%). A porcentagem de células
CD11c*, em L929 25% (53,96%) foi maior do que nos grupos GM-CSF 10 ng/mL
(23,42%) e controle (5,85%). No quadrante negativo, a porcentagem de células em
GM-CSF 25 ng/mL (46,11%) foi maior do que todos os grupos tratados com GM-CSF
e mostram diferencas estatisticas quando comparados com GM-CSF 10 ng/mL
(5,84%) e controle (20,55%). Esses resultados apontam os tratamentos com GM-CSF
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10% como o mais eficiente em direcionar as células para um perfil apresentador de
antigeno, com alta expressao de MHCIl e CD11c; e os tratamentos com GM-CSF 10
ng/mL, L929 10% e 25%, como os menos eficientes em diferenciar células com perfil
caracteristico de DC, porém mais proximo do perfil de um macréfago pela elevada

expressao de F4/80.

Na Fig. 6, a imagem representativa mostra a porcentagem da populacao de
cada grupo. A média de 6 amostras foi utilizada para a construcdo do grafico. A
populacédo de células MHCII* em GM-CSF 25 ng/mL foi maior do que em todos os
outros grupos de tratamento. A populagédo de células MHCII*CD11c* em GM-CSF 1
ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng/mL tem quase o mesmo valor, demonstrando que esses
tratamentos parecem induzir igualmente células com caracteristica de DCs; e os
valores mais baixos foram encontrados em todos os grupos tratados com
sobrenadante L929 e GM-CSF 25 ng/mL o que sugere que esses tratamentos nao
diferenciaram quantidades significativas de DCs. Todos os grupos tratados com GM-
CSF mostraram porcentagem semelhante na populacdo de células CD11c* e foi
menor do que as populagdes encontradas nos grupos L929 1%, 5% e 25%:; entretanto,
a presenca de CD11c per se néo significa que a célula se diferenciou em DC e nem
que se trata de uma célula madura e capaz de apresentar antigenos. A populagéao
negativa ndo expressa nenhum desses marcadores de superficie (MHCIl e CD11c) e
0s maiores percentuais dessa populagédo foram encontrados nos grupos GM-SCF 25
ng/mL, L929 10% e 25%, sendo, portanto, esses os tratamentos menos eficientes em
diferenciar DCs.

4.2. Intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores de
superficie

As células progenitoras mieloides foram cultivadas in vitro durante 7 dias com
diferentes concentracées de GM-CSF e sobrenadante L929 (n = 6). O MFI dos
marcadores de superficie foi determinado por citometria de fluxo com anticorpos anti
MHCII, anti CD11c e anti F4/80. No quadrante 1 (Q1) (Fig.7),0 MFI de MHCIl em L929
25% foi maior que o controle, GM-CSF 1 ng/mL, 5 ng/mL e 10ng/mL, mas os maiores
valores foram encontrados em L929 1%, apontando esse tratamento como o mais
eficaz em induzir células capazes de apresentar antigenos levando em consideragéao
somente o MFI, porém como observado na Fig. 6 a porcentagem dessa populacao é
extremamente baixa. No Q2, a expressdo de F4 /80 ( marcagdo caracteristica de
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Fig. 6. O grafico de barras mostra a porcentagem de células (%) em quatro quadrantes no gate
MHCII/CD11c. No Q1, a porcentagem de células MHCII* em GM-CSF 25% foi maior do que no controle,
GM-CSF 10 ng/mL e L929 25%. Em Q2, a porcentagem de células em L929 25% foi menor do que no
controle, GM-CSF 1-10 ng/mL, L929 1 e 5%. No Q3, a porcentagem de células que expressam CD11c
em L929 25% foi maior do que o GM-CSF 10 ng/mL e controle. E no quadrante negative a porcentagem
de células em GM-CSF 25% foi maior do que todos os grupos GM-CSF e mostrou diferencas
significativas quando comparado com GM-CSF 10 ng/mL e controle. Portanto, esses dados indicam
gue o GM-CSF foi mais eficiente em induzir células maduras (expressando mais MHCII), embora nao
seja possivel determinar o percentual de DCs ou macréfagos Todas as barras de erro dessa figura
representam a média com desvio padrdo. O valor de P foi calculado usando: ANOVA (*) comparado
com o controle; T-test (o) comparado com GM-CSF 10 ng/mL; T-test (+) comparado com L929 25%.
P-value: 0.1234 (ns), 0.0332*, 0.0021**, 0.0002***, <0,00001****.

macro6fagos) no GM-CSF 1 ng/mL foi maior do que no controle, GM-CSF 10 ng/mL e
L929 25%. O MFI de F4/80 em GM - CSF 25 ng /mL foi superior ao de 10 ng /mL. Nao
houve diferenga entre GM-CSF 10 ng/mL e L929 25%.
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No mesmo quadrante, o MFI de MHCII mostrou diferencas estatisticas entre
GM-CSF 5 ng/mL e 25 ng/mL com os grupos controle, GM-CSF 10 ng/mL e L929 25%.
O GM-CSF 10 ng/mL apresentou valores elevados quando comparado ao L929 1%,

5% e 10%. O MFIl de CD11c no Q2 nao mostrou diferencgas estatisticas quando todos

os grupos foram comparados. No Q3, o MFI de F4 /80 de L929 25% foi maior do que

100000

80000

60000

40000

20000
+

150000

100000

50000

MHCII (Q1)

MHCII (Q2)

MHC classil PerCP Cy5.5

CD11ic APC
CD11c (Q2) F4/80 (Q2)
8000~ 40000-
+H
6000+ 30000  *
E 2000
2000
LE
S NP PN DO P
< S S & "04"'\9«19 R
N N ¥ ¥ VY
CD11c (Q3) F4/80 (Q3)
2000+ 4 20000~ .
1500 + 15000 bl St .
E 1000 b £ 10000 i
(1]
.
500- 5000 il
0_

Fig. 7. As células precursoras da medula 6ssea foram mantidas em cultura em meio (IMDM)
condicionado com GM-CSF ou sobrenadante de L929. O MFI dos marcadores de superficie foi
determinado por citometria de fluxo. N = 6. Em Q1 o grupo L929 1% mostrou diferengas quando
comparado com o controle, GM-CSF 10 ng/mL e L929 25%, e a expressao em GM-CSF 10 ng/mL foi
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significativamente menor do que a encontrada em L929 25%. A expressao de F4/80 (Q2) em GM-CSF
1 ng/mL foi maior do que o controle, GM-CSF 10 ng/mL e L929 25%. No mesmo quadrante, foi
encontrada diferenca significativa no MFI de MHCIl em GM-CSF 5 e 25 ng/mL quando comparados
com o controle e L929 25%. A expressao de F4/80 no Q3 em L929 25% foi maior do que em GM-CSF
10 ng/mL, mas nao houve diferengas quando comparado com GM-CSF 1 e 25 ng/mL. Portanto, esses
resultados sugerem que a concentragdo de GM-CSF 10 ng/mL é a mais indicada para se obter
populagdes com menor MFI de F4/80 (marcador caracteristico de macréfagos). As barras de erro
representam a média + desvio padrao. O valor de P foi calculado usando: ANOVA (*) comparado com
o controle; T-test (o) comparado com GM-CSF 10 ng/mL; T-test (+) comparado com L929 25%. P-
value: 0.1234 (ns), 0.0332*, 0.0021**, 0.0002***, <0,00001****.

GM-CSF 5 ng/mL e 10 ng/mL. O MFI encontrado no grupo GM-CSF 10 ng/mL
foi menor do que todos os grupos tratados com sobrenadante L929 e o valor de GM-
CSF 1 ng/mL foi semelhante para todos os mesmos grupos. No Q3, o MFI de CD11c
em GM-CSF 1 ng/mL, 5 ng/mL e 25 ng/mL foi maior do que o grupo L929 25%.
Portanto, o L929 1% foi o tratamento mais eficiente em induzir células capazes de
apresentar antigeno (positivas para MHCII) e esse tratamento também aumentou a
marcacgao significativamente a marcacdo de F4/80, indicando que essas células
maduras sdo macrofagos. O tratamento com GM-CSF 1 ng/mL também induziu
aumento de F4/80 e aumento significativo de MHCII, indicando que esse tratamento

também é eficaz em induzir macréfagos ativos na apresentacédo de antigenos.

Para saber mais sobre a populagédo negativa de MHCIl e CD11c foi realizado
uma nova andlise para observar a expressao de F4/80 e CD11c dessas populacdes
como mostrado na Fig. 8. O MFI de Q1 foi analisado e 0 GM-CSF 10 ng/mL mostrou
os menores valores de MFI de F4/80, apresentando diferenga estatistica quando
comparado a todos os grupos. O MFI do grupo L929 25% nao apresentou diferengas
quando comparado aos grupos GM-CSF 1 ng/mL, 5 ng/mL e 25 ng/mL. Isso sugere
gue o tratamento com GM-CSF 10 ng/mL é a condicdo mais eficiente para obter
células com baixa expressao de F4/80; essas células sdo provavelmente DCs, uma

vez que esse é um marcador tipico de macrofagos.
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Fig. 8. As células precursoras da medula éssea foram mantidas em cultura em meio (IMDM)

condicionado com GM-CSF ou sobrenadante de L9292. O MFI dos marcadores de superficie foi
determinado por citometria de fluxo. N = 6. Os dados foram obtidos a partir do gate elaborado
(F4/80/CD11c) dentro do quadrante negativo de MHCII/CD11c. A expressao de F4/80 em GM-CSF 10
ng/mL mostrou diferencgas significativas quando comparado com todos os grupos. Nao houve diferenca
significativa entre L929 25% com qualquer outro grupo. Portanto, esses dados sugerem que a
concentracao de GM-CSF 10 ng/mL é a mais indicada para se obter populagées com MFI reduzido de
F4/80. Todas as barras de erro dessa figura representam a média com desvio padrdo. O valor de P foi
calculado usando: ANOVA (*) comparado com o controle; T-test (e) comparado com GM-CSF 10
ng/mL. P-value: 0.1234 (ns), 0.0332*, 0.0021**, 0.0002***, <0,00001****.

4.3. Anadlise da expressao de marcadores de superficie em DCs
moduladas por sildenafil e lisado de EO771

Para analisar o perfil fenotipico das DCs, as amostras foram marcadas com
anticorpos anti-MHCII, anti-CD11c e anti-CD80. Foram realizados dois experimentos
independentes (N=6). Todos os experimentos seguiram as estratégias de gating
mostradas na Fig. 9. Os dados sobre a expressdao dos marcadores de superficie sdo
mostrados na Fig. 10.

A expressao de MHCII, em 1 h de tratamento, dos grupos tratados com LPS,
lisado tumoral e lisado tumoral juntamente com o sildenafil 1 uM, foi semelhante entre
eles. Ja em 24 h de tratamento, a expressao de MHCII no grupo tratado somente com
o lisado tumoral foi menor significativamente do que todos os outros grupos. Enquanto
a expressao de MHCII permaneceu significativamente alta nos grupos tratados com
sildenafil, comparando ao lisado. A expressdo de CD11c, em 1 h de tratamento, foi
semelhante nos grupos tratados com lisado tumoral, lisado tumoral juntamente com o
sildenafil 0,1 e 1 uM. Houve diferencas significativas no grupo tratado com o lisado
tumoral e o sildenafil 1 uM quando comparado com Controle, LPS e S10+Ly. Em 24 h

de tratamento, a expressdao de CD11cdo grupo S 0,1+Ly foi semelhante ao grupo
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Fig. 9 Estratégia de gate: Granulocytes> Single Cells > MHCII, CD11c. N = 6. O MFI do duplo positivo
dos marcadores MHCII, CD11c e CD80 foi analisado.

Controle. Ja os grupos LPS, Ly e S1+Ly tiveram uma queda na expressao de CD11c
em 24 h quando comparados com o grupo controle. Portanto, a modulagdo com
sildenafil induziu uma ativacdo mais duradoura da DC, uma vez que as mesmas
permaneceram com expressao alta de MHCIl e CD11c em relag&o as células expostas
apenas ao lisado tumoral. Houve um aumento na expressdo de CD80, em 1 h de
tratamento, nos grupos modulados com sildenafil 1 e 10 uM quando comparados com
o grupo controle. O grupo LPS, Ly e SO0,1+Ly ndo apresentaram diferengas
significativas quando comparados com o controle.
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10. As células precursoras da medula 6ssea foram mantidas em cultura em meio (IMDM)

condicionado com GM-CSF por 7 dias. O MFI dos marcadores de superficie foi determinado através

citometria de fluxo. N = 6. O tratamento com sildenafil concomitantemente ao lisado tumoral diminuiu a

expressdo de CD11c em 1 h de tratamento, aumentou a expressdo de MHCII depois de 24 h de

tratamento e de CD80 em 1 h de tratamento (no grupo tratado somente com o sildenafil) quando

comparados com os grupos modulados somente com o lisado tumoral. Isso sugere que o sildenafil foi
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capaz de alterar positivamente a expressao de MHCII e CD80 (proteinas de superficie importantes para
determinar o fenétipo maduro de DCs). C — controle; LPS — lipossacarideo; Ly — lisado; S1/10 —
sildenafil 1/10uM. Os dados foram obtidos a partir do gate elaborado (fig. 8.) dentro do quadrante do
duplo positivo de MHCII/CD11c em dois tempos de tratamento (1h e 24h). Todas as barras de erro
dessa figura representam a média com desvio padrdo. O valor de P foi calculado usando: ANOVA (%)
comparado com o controle; T-test (e) comparado com Lysate. P-value: 0.1234 (ns), 0.0332*, 0.0021**,
0.0002***, <0,00001****,

4.4. Secrecao de citocinas pela DCs moduladas

Para avaliar a secrecao de citocinas pela DC, o sobrenadante das culturas
expostas aos diversos tratamentos, em dois tempos (1 h e 24 h), foi coletado e
armazenado em Biofreezer (-80°C). Este experimento foi realizado em duas duplicatas
independentes totalizando um N=4. O método de ELISA sanduiche foi utilizado para
a obtencao dos resultados. Esses resultados s&o apresentados na Fig. 11.

A secrecao de IL1-B em 1 h do grupo S1+Ly foi maior significativamente do que
o controle e o grupo Ly. Porém em 24 h de tratamento, ndo houve diferenca
significativa entre o grupo Ly com os demais grupos tratados com sildenafil, com
excegao do grupo S10+Lys e LPS. A secrecdo de IL-10 em 1 h de tratamento nos
grupos tratados com sildenafil juntamente com o lisado tumoral foi menor
significativamente quando comparados com o grupo que foi exposto somente ao
lisado. Porém, em 24 h de tratamento essas diferengas nao foram observadas nesses
grupos. A secrecdo de TNF-a, em 1 h, de todos os grupos tratados com o lisado e o
LPS foi superior a encontrada nos demais grupos. O tratamento com sildenafil+Lisado
aumentou significativamente a secrecdo de TNF-a em relagdo ao lisado apds 24 h de
tratamento e essa diferenca n&o foi observada em 1 h; o sildenafil sozinho ndo induziu
expressao de TNF-a. Portanto, esses dados sugerem que o sildenafil foi capaz de
reduzir a secregao de citocina anti-inflamatéria (IL-10) e aumentar a secregao das pro-
inflamatérias (IL-1B e TNF-a).
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Fig. 11. O sobrenadante das células expostas aos diversos tratamentos foi coletado e analisado através

do método de ELISA (n=4). Os gréficos de barra mostram a expressao das citocinas IL1-8, TNF-a e IL-

10 em dois tempos (1h e 24h). As DCs moduladas com o sildenafil concomitantemente ao lisado

tumoral apresentaram os seguintes resultados quando comparadas com as DCs moduladas somente
com o lisado tumoral: aumento da secrecdo de IL-1B nos tratamentos com sildenafil 0,1 e 1 pM e

diminuigc&o nos tratamentos com sildenafil 10 uM, em 1 h de tratamento; diminuigdo da secrecéo de IL-

10 (com as concentracdes de 0,1, 1 e 10 uM de sildenafil + lisado) em 1 h e 24 h de tratamento; e
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aumento da expressao de TNF-a (com as concentragdes de 0,1, 1 e 10 uM de sildenafil) em 24 h de
tratamento. Portanto, esses dados sugerem que o sildenafil foi capaz de reduzir a secreg¢éo de citocina
anti-inflamatéria (IL-10) e aumentar a secregao das pré-inflamatérias (IL-18 e TNF-a). C — controle; DC
— célula dendritica; L — linfocito; Ly — lisado; $1/10 — sildenafil 1/10uM; M — modulado. Todas as barras
de erro dessa figura representam a média com desvio padrdo. O valor de P foi calculado usando:
ANOVA (*) comparado com o C; T-test () comparado com Ly. P-value: 0.1234 (ns), 0.0332*, 0.0021**,
0.0002***, <0,00001****

4.5. Populacoes linfocitarias CD4* e CD8* estimuladas pelas DCs
moduladas

As DCs moduladas foram mantidas em cocultura com linfocitos totais do baco
durante 3 dias. Ao final do experimento, as células marcadas com anti-CD4 e CD8
foram analisadas por citometria de fluxo. A Fig. 12 apresenta os dados percentuais
das populacdes CD4+, CD8* e CD4+*CD8* em dois tempos de tratamento.

Houve reducéo significativa nas populacées CD4* em 1 h de tratamento nos
grupos DC(MLy)+L, DC(MS1)+L, DC(MLyS1)+L(MS1) e DC(MLyS10)+L(MS10)
quando comparados com o grupo DC+L (Fig. 12). J4 em 24 h, o grupo DC(MLy)+L
apresentou um percentual maior significativamente em comparagdo com 0s grupos
DC(MLyS1)+L(MS1) e DC(MLyS10)+L(MS10). Nesse mesmo tempo de experimento
os grupos DC(MLy)+L, DC+L(MS1), DC+L(MS10) DC(MLyS1)+L(MS1) e
DC(MLyS10)+L(MS10) mostraram uma populacao de CD4+ inferior ao grupo DC+L.

Nenhum dos grupos de tratamento apresentou diferencas significativas com
relacéo ao percentual da populagdo CD8* quando comparados com o grupo DC+L em
1 h de tratamento modulatorio (Fig. 12). Houve diminuigdo significativa no percentual
dessa populagao no grupo DC(MLyS10)+L(MS10) em relacéo ao grupo DC(ML)+L em
1 h e 24 h de tratamento.

A populacdo de CD8*CD4+* do grupo DC(MLyS10)+L(MS10) foi o unico a
apresentar reducao significativa do percentual em 1 h e 24 h de tratamento (Fig. 12).
Essa populagdo nos grupos DC(MS1)+L, DC+L(MS10) DC(MLyS1)+L(MS1) e
DC(MLyS10)+L(MS10) apresentou aumento significativo com relacdo ao grupo
DC(ML)+L em 1 h de tratamento. Em 24 h somente DC(MLyS1)+L(MS1) e
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DC(MLyS10)+L(MS10) apresentaram aumento significativo quando comparado com
o DC(ML)+L.
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Fig. 12. Os linfcitos foram mantidos por 72h em cocultura com as DCs moduladas por 1h e 24h. Ao
final do experimento, os linfocitos foram marcados com anticorpos anti CD4 e anti CD8 e analisados

por citometria de fluxo (n=6). O sildenafil foi responsavel por aumentar o percentual das popula¢des de
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CD4+CD8+ (duplo positivo) nos grupos tratados concomitantemente com lisado tumoral, quando
comparados com o grupo tratado somente com o lisado tumoral. C — controle; DC — célula dendritica;
L — linfocito; Ly — lisado; S1/10 — sildenafil 1/10uM; M — modulado. Todas as barras de erro dessa figura
representam a média com desvio padrdo. O valor de P foi calculado usando: ANOVA (*) comparado
com DC+L; T-test (o) comparado com DC+(MLy)+L. P-value: 0.1234 (ns), 0.0332%, 0.0021**, 0.0002***,
<0,000071****,

4.6. Ensaio Live and Dead nas células tumorais EO771 em cocultura
com DCs e linfocitos

Para analisar a porcentagem de células EO771 afetadas pela agédo das DCs
e/ou linfécitos, foi utilizado o kit Live and Dead para marcar as popula¢cdes em
processo de morte celular. Foram realizados dois experimentos independentes (N =

6). A Fig. 13 mostra a porcentagem de células marcadas positivamente pelo Live and
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Fig. 13. As células tumorais foram colocadas em cocultura com DCs e linfécitos tratados e posterior a
1h ou 24h de tratamento elas foram marcadas com Live and Dead. Os graficos mostram a porcentagem
de células que expressaram a proteina a qual o anticorpo Live and Dead se liga. Esses resultados
sugerem que o sildenafil ndo foi capaz de aumentar a eficicia na eliminacdo das EO771 quando
comparados com os resultados dos grupos que nao foram modulados com o sildenafil (com excecao
do grupo C e DC). Legenda: C — controle; DC — célula dendritica; L — linfocito; Ly — lisado; S1/10 —
sildenafil 1/10uM; M — modulado. Todas as barras de erro dessa figura representam a média com desvio
padrdo. O valor de P foi calculado usando: ANOVA (*) comparado com o controle. P-value: 0.1234 (ns),
0.0332* 0.0021**, 0.0002***, <0,00001****.
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Dead. Todos os grupos, com excegdo do grupo DC apresentaram aumento
significativo quando comparados com o grupo C, no tratamento de 1 h. Nao houve
diferencas significativas entre os grupos DC+L e DC+L (MS1 e 10)em 1 h. Em 24 h
de tratamento ndo houve nenhuma alteracao significativa. Esses resultados sugerem
que o sildenafil nao foi capaz de aumentar a eficacia na eliminagao das EO771 quando
comparados com os resultados dos grupos que nao foram modulados com o sildenafil
(com excecéao do grupo C e DC). Porém, esses resultados in vitro ndo sao suficientes
para observar os efeitos benéficos que o sildenafil apresentou na melhora de
expressao de marcadores de superficie, secrecdo de citocinas e aumento
populacional de linfécitos, por conta da mimetizacao simpléria de um microambiente
tumoral, sugerindo que outros testes, de preferéncia in vivo, sejam realizados para

que novos resultados sejam observados.
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5. Discussao

Com relacdo aos experimentos para caracterizar os fenoétipos diferenciados a
partir de precursores da medula 6ssea utilizando concentragcbes de GM-CSF e o
sobrenadante de L929, os tipos de perfis celulares obtidos se mostraram vastos. E
importante ter conhecimento do quanto uma célula expressa determinado marcador
de superficie, especialmente quando isso é necessario para prover algum tipo de
resposta. Por exemplo, para desenvolver uma terapia celular eficiente, os
pesquisadores precisam escolher o perfil mais apropriado, tendo como foco os
marcadores que trardo melhores respostas. Baseado nisso, os dados do presente
trabalho mostraram que necessita haver cautela ao escolher o modelo de
diferenciacao dos precursores da medula éssea, visto que o perfil molecular da célula
pode ser diverso e € preciso levar essas variantes em consideracao ao escolher qual

método sera utilizado.

Ha um problema em tentar definir as DCs mieloides e linhagens de macréfagos
porque elas podem compartilhar os mesmos marcadores de superficie, o que significa
que alguns marcadores ndo sao exclusivos para elas (YANG et al., 2007; MURRAY
et al., 2011; ROSZER et al., 2015). O CD11c, encontrado na superficie das DCs, é
utilizado para distinguir essas duas populacdes, porém alguns macrofagos podem
expressar pequenas quantidades desses marcadores (ONO et al., 2018; SANDOR et
al., 2016; BERNARDO et al., 2018). Denning et al. (2011) mostraram que DCs e
macréfagos isolados do mesmo érgao podem ser efetivos em ativar células T naive.
Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que essa complexa variagao
de perfis pode ser alterada de acordo com a concentragdo dos fatores de crescimento
de colbnias assim como Na et al. (2016) mostraram em seus estudos usando algumas
concentracdes de GM-CSF. Neste trabalho, escolhemos diferenciar DCs a partir de
BMDC e obter um perfil expressando MHCII e CD11c, que € comumente usado em
terapias celulares assim como as diferenciadas a partir de mondcitos do sangue.

O GM-CSF ja é conhecido por diferenciar granulécitos, macrofagos e DCs
(INABA et al., 1993). Para selecionar a melhor concentracdo para a realizacado de um
experimento deve-se levar em consideragdo o MFI e a porcentagem de células que
expressam esses marcadores de superficie. Conforme mostrado no presente estudo,
0 grupo controle apresentou valores semelhantes aos grupos tratados com GM-CSF
(1 ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng/mL) em porcentagem de células que expressaram MHCII
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e CD11c, mas o MFI apresentou valores extremamente baixos nesses tratamentos.
Dentro das populagcbes que expressaram apenas CD11c ou aquelas que néo
expressaram nenhum marcador (negativo), podem ser inseridos os macréfagos e as
maiores porcentagens referentes a essas populacdées foram encontradas em todos os
grupos tratados com sobrenadante L929 e GM-CSF 25 ng/mL (ONO et al., 2018). O
MFI de CD11c nas populagdes MHCII*CD11c* foi semelhante em todos os grupos de
tratamento, incluindo o controle. Isso sugere que o principal fator na composicao
dessa populacdo, considerando esse marcador, é a porcentagem de células que o

expressam.

Os grupos tratados com GM-CSF, com excecao do GM-CSF 25 ng/mL,
apresentaram os maiores percentuais das populagdes MHCIlI* e CD11c*. Essas
populagdes podem certamente ser DCs ao invés de macrofagos, no entanto, essas
populagcbées apresentam grandes diferencas no MFI de F4/80 (MERAD et al., 2013;
ONO et al., 2018). O MFI de F4/80 do grupo GM-CSF 1 ng/mL foi significativamente
maior do que todos o0s grupos de tratamento e apresentou o valor de 25.683,08 contra
4.540,05 para o grupo GM-CSF 10 ng/mL e 9.595,83 para L929 25%, sugerindo que
essa seja a melhor concentragdo para se obter populagées com alta expressédo de
F4/80 (macréfagos). Nao houve diferenca significativa no MFI de MHCII das
populacées MHCII*CD11c¢* dos grupos GM-CSF 10 ng/mL e 25% L929, mas todos os
outros grupos tratados com GM-CSF obtiveram valores significativamente maiores do
que os grupos tratados com o sobrenadante de L929. Isto sugere que GM-CSF 25%
tem efeitos semelhantes ao sobrenadante L929 nesta populacdo. O MFI de F4/80 foi
analisado na populacao MHCII- CD11c". Observou-se que o grupo tratado com GM-
CSF 10 ng / mL apresentou valores significativamente menores do que todos os outros
grupos de tratamento. Isso sugere que essa concentracdo é a melhor indicada para
guando o intuito é ter uma populacdo de DCs, uma vez que reduziu a expressao de
F4/80 (um marcador de macréfagos) na populagao total. Portanto, os resultados
apontam para o uso de GM-CSF 10 ng/mL como a melhor entre as utilizadas para
diferenciar uma populagédo de DCs, com a menor contaminagcdo por macréfagos.
Entretanto, o tratamento com GM-CSF 25 ng/mL ou L929 25% induziram uma maior
populacdo de células maduras e capazes de apresentar antigenos, enquanto as
condigdes que se apresentaram mais eficazes para diferenciacdo de macréfagos foi
L929 10%, 25% e GM-CFS 25 ng/mL.
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As DCs desempenham um papel fundamental na iniciagdo da resposta imune
contra tumores, porém o TME tem a capacidade de torna-las tolerogénicas com perfil
quiescente e essa acao compromete a eficacia de imunoterapias baseadas em DCs.
Extrair as DCs do paciente e expb-las ao lisado tumoral, as preparando para
responder efetivamente ao patégeno, tem sido a alternativa mais eficaz quando se diz
respeito a ativacao dessas células (APETOH et al., 2011). Diversos estudos clinicos
vém sendo desenvolvidos atualmente utilizando diferentes estratégias como, por
exemplo, a transferéncia adotiva de DCs carregadas com antigenos associados a
tumores (Tumor-associated antigens — TAAs) em céancer de mama, porém se
mostraram limitados aos HLAs (Human leukocyte antigen) especificos de pacientes
dependendo dos TAAs escolhidos (MITTENDORF et al., 2008; VLAD et al., 2004;
BROSSART et al., 2000). O uso de drogas, como os quimioadjuvantes, tém potencial
para melhorar a resposta imune. DCs ativadas in vitro e mantidas em cocultura com
MCF-7 (linhagem de cancer de mama) moduladas por doxorrubicina foram capazes
de aumentar a porcentagem de CTLs quando comparadas com as MCF-7 nao
modulas (ZHENG et al., 2012). O uso de farmacos que melhorem o desempenho do
sistema imune pode significar um aumento de sobrevida de pacientes e até mesmo a

remissdo do quadro.

Com relacao a caracterizacao fenotipica das DCs expostas ao lisado tumoral e
as diferentes concentragdes de sildenafil, realizada no presente trabalho, observamos
que quando tratadas com o sildenafil concomitantemente com o lisado tumoral, as
células nao apresentaram diferencas no MFI das proteinas avaliadas em relacao as
DCs tratadas somente com o lisado, em 1 h de tratamento. Porém, em 24 h de
tratamento, as DCs estimuladas pelo lisado tumoral e o sildenafil mantiveram a
expressao aumentada do MHCII por mais tempo em suas superficies, em comparagao
com as DCs que somente foram moduladas com o lisado tumoral. O tempo de
retencao do MHCII ja foi observado em macréfagos por Baumgart et al. (1998) e, como
observado pelos autores, a expressao dessa proteina reduziu drasticamente com o
tempo sem nenhum estimulo em cultura celular. O fato de as DCs manterem a
expressao dessa molécula por mais tempo é benéfico para manter seu perfil maduro
e fungéo celular. Esses dados sugerem que a inibicdo da PDE-5 pode ter agao direta
ou indireta sobre a atividade dos corpos vesiculares dos endossomos, que Sao 0s
responsaveis por promover degradacao, reciclagem e a montagem do MHCII, e/ou
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com o controle da ubiquitinacdo dessa proteina, como observado por Wilson et al.
(2009). Um estudo prévio em 140 pacientes com cancer gastrico mostrou que o
aumento da expressdo de CD11c esta diretamente relacionado com o progndstico
favoravel da doenca, mas ndo como um fator de risco independente (WANG et al.,
2015). Portanto, a modulacdo positiva de CD11c observada no tratamento com
sildenafil pode ser favoravel em diversos tipos de cancer. O aumento significativo na
expressao de CD80 nos grupos tratados com o sildenafil juntamente com o lisado
pode desfavorecer o desenvolvimento de DCs com perfil tolerogénico dependendo do
ambiente, como relatado por Jiga et al. (2004); por exemplo, Onishi et al. (2008)
observaram que a interacdo entre CTLA-4 nas Tregs com o CD80/CD86 nas APCs
esta relacionada com a perda na capacidade de apresentar antigenos e, considerando
o ambiente supressor e rico em Treg do TME, essa interacdo DC/Treg deve ser

considerada.

A elevada secregédo da citocina pré-inflamatéria IL1-B em tecido tumoral de
mama (modelo murino humanizado de metastase déssea de cancer de mama)
aumenta as chances de indugdo de metastase em tecido 6sseo, como relatado por
Tullota et al, (2019). Isso sugere que a redugéo na secrecado dessa citocina em 24 h
de tratamento no grupo modulado com o sildenafil juntamente com o lisado dificultaria
a colonizacao secundaria das células cancerosas. Diversos estudos mostram que a
presenca de IL-10 no TME pode resultar no prognédstico negativo de melanoma,
cancer de pulméo e linfomas de células T/NK (BOYANO et al., 2000; LI et al., 2014;
BOULLAND et al., 1998). Steinbrink et al. (1999) mostraram que o aumento de IL-10
induziu uma queda na expressao e regulacao de MHCII de APCs e que muitas vezes
essa citocina pode ser secretada pela propria célula tumoral. A secrecéo de IL-10 das
DCs tratadas com o sildenafil concomitantemente ao lisado tumoral foram inferiores a
encontrada nas DCs tratadas somente com o lisado tumoral, o que tem potencial para
resultar em uma melhora da resposta contra o cancer. O TNF-a é conhecido por ser
uma citocina que promove morte celular (AGGARWAL et al., 2002; 'AGGARWAL et
al., 2006;2 AGGARWAL et al., 2006); no presente trabalho, a secrecido de TNF-a das
DCs moduladas com o lisado tumoral concomitantemente ao sildenafil, no tratamento
de 24 h, foi maior do que a encontrada nas DCs moduladas somente com o lisado
tumoral. Os resultados das secre¢des de citocinas sugerem que o sildenafil é capaz

de aumentar a expressao de citocinas proé-inflamatérias e diminuir as de anti-
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inflamatdrias, o que favoreceria o desenvolvimento de um ambiente mais inflamatério

e no aumento da resposta imune mediada por citocinas.

Com relacao aos resultados obtidos das coculturas de DCs com linfécitos totais
do baco, DCs moduladas com sildenafil induziram uma maior diferenciagcdo de
linfécitos duplo positivos para CD4 e CD8. Sabe-se que os linfocitos maturados
geralmente expressam CD4 ou CD8. Entretanto, a existéncia de populacdes que
expressam ambos, CD4+*CD8* (DP), ja foi documentada em diversas doencas
infecciosas, autoimunes e em canceres humanos (WEISS et al., 1998; PAREL et al.,
2007; DESFRANCOIS et al., 2009). Nao existe uma explicagdo consensual entre o0s
pesquisadores sobre qual € a fungdo dessas células ou como e porque elas séao
desenvolvidas, pois 0s mecanismos pelos quais elas séo influenciadas ainda sao
desconhecidos. Desfrangois et al. (2009) observaram que essas populagdes
possuiam o mesmo fenotipo e potencial citotdéxico que as células T efetoras e de
meméria CD8* e que secretam IL-5 e IL-13 em grandes quantidades. Esse mesmo
grupo de pesquisa observou um aumento dessa populacdo no TME de melanoma
quando comparado com o sangue (DESFRANCOIS et al.,, 2010). As células
CD4+CD8* (DP) mostraram aumento na secrecao de TNF-a, em relacdo as CD8",
sugerindo uma atividade antitumoral in vitro (DESFRANCOIS et al., 2010). Entretanto,
outro estudo em céancer colorretal metastatico apresentou capacidade supressora
relacionada a secreg¢do de grandes quantidades de TNF-a in vitro; além disso, 0s
pesquisadores observaram que a presencga elevada dessa citocina esta associada
com o pobre prognéstico em cancer colorretal metastatico (SARRABAYROUS et al.,
2011). Portanto, os efeitos da presenca dessa populacdo em diversos tipos de
canceres ainda € muito heterogéneo, o que reforca a necessidade de novos estudos
que visem esclarecer seus mecanismos para que, de fato, a terapia celular seja eficaz
e nao comprometa os componentes celulares do sistema imune que ja estao
debilitados. No presente estudo o sildenafil foi capaz de aumentar o percentual das
populagcbées CD4+*CD8+ (DP), o que provavelmente resultaria numa melhora da

resposta imune.

Em relagdo aos ensaios com cocultura de DCs, linfcitos e células EO771, o
presente trabalho visou detectar os efeitos quimioadjuvantes, e nao os
qguimioterapicos, do sildenafil. Conforme foi demonstrado aqui, ndo foram encontradas
diferencas significativas na morte de EO771 dos grupos contendo DCs moduladas
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com o sildenafil. Isso sugere, fortemente, que a acao do sildenafil € adjuvante e seria
necessdaria a associagdo com alguma droga para observacao dos efeitos, conforme
relatado por Das et al. (2010) que observaram esses efeitos em conjunto com o

quimioterapico doxorrubicina.

No presente estudo, um novo adjuvante que pode servir para melhorar a terapia
celular baseada em DCs foi estudado, o sildenafil (Viagra®, Pfizer), um farmaco que
ja €& utilizado comercialmente para tratamento de outras doencas. Futuros
experimentos pré-clinicos em modelo murino ser&o necessarios para compreender 0s
efeitos dessa terapia no microambiente tumoral e nos componentes do sistema imune,
em decorréncia da complexidade do ambiente in vivo, para avaliar a eficacia,

seguranca e prognéstico visando sua aplicacao clinica.
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6. Conclusao

E possivel inferir dos presentes resultados que o sildenafil (Viagra®, Pfizer) se
mostrou um bom candidato & modulagédo de DCs, com possivel aplicagdo na terapia
celular para o tratamento do cancer. O farmaco induziu uma ativagdo mais intensa e
prolongada das DCs, bem como uma diminuicdo na secregdo de citocinas anti-
inflamatdrias e aumento na secrecao das pro-inflamatérias e também foi capaz de
aumentar o percentual das populacdes de CD4+CD8* (DP). Contudo, novos estudos
devem ser realizados para melhor compreender os efeitos desse farmaco diretamente
no TME, bem como o efeito da terapia com DCV modulada pelo sildenafil em modelo

in vivo e em associagao com outros imunoduladores e/ou quimioterapicos.
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