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Resumo

Introducdo: Células supressoras mieloides sdo uma populacdo heterogénea de células
mieloides imaturas com potente perfil supressor que regulam negativamente as
respostas imunes. Estas células sdo componentes importantes do microambiente de
diversas doencas, incluindo tumores solidos e hematoldégicos, doencas autoimunes e
inflamac&o crénica. No entanto, sua ampla utilizacdo nos estudos é dificultada e limitada
por se tratarem de uma populacgéo rara, de dificil isolamento, expansao, diferenciacgéo,
manutencdo em cultura e complicada caracterizacéo fenotipica e funcional. Objetivo:
Desenvolver um protocolo de producédo de células supressoras mieloides a partir da
diferenciacdo da linhagem leucémica imatura THP-1 com caracterizacdo fenotipica e
funcional consistente com a literatura e cujas células geradas sejam capazes de
contribuir para o escape imunolégico de linhagens LMA. Métodos: Estimulamos células
leucémicas imaturas THP1 com G-CSF (100ng/mL) e IL-4 (20ng/mL) por 7 dias para
diferenciacéo no perfil MDSC-like. Ao final do protocolo, avaliamos a imunofenotipagem
e a expressao génica para caracterizacao fenotipica e realizamos ensaios de liberacéo
de citocinas, proliferacdo de linfécitos e kiling com células NK para caracterizacédo
funcional. Resultados: Fomos capazes de diferenciar de forma robusta células THP1
em uma populacdo MDSC-like, denominadas de THP1-MDSC-like, que apresentaram
imunofenotipagem e perfil de expressao génica compativel com o descrito na literatura.
Estas células THP1-MDSC-like secretam para o microambiente diversas citocinas
imunorreguladoras de forma consistente com o perfil supressor relacionado as MDSC na
literatura. Além disso, o sobrenadante destas células foi capaz de diminuir a proliferacédo
de linfécitos ativados e protegeram as células leucémicas (THP1 e HL60) da apoptose
induzida pelas células NK. Adicionalmente, indo além do que é relatado na literatura,
verificamos se essa diferenciac@o fenotipica e funcional ndo se desviou para um perfil
semelhante ao de macrofagos e observamos que nossas células THP1-MDSC-like ndo
apresentam caracteristicas de macréfagos M1 ou M2. O produto final deste trabalho, as
células THP1-MDSC-like, tem potencial de solucionar um dos grandes desafios atuais
na comunidade cientifica que € a geracdo de células MDSC-like em larga escala,
podendo assim impactar o curso de diversos estudos e modelos em contextos variados,
como por exemplo em cénceres, imunodeficiéncias, autoimunidade e inflamacdes

cronicas. Conclusdes: Desenvolvemos um protocolo eficaz para produgéo de células
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supressoras mieloides em a partir da diferenciacéo da linhagem celular mieloide imatura
THP-1 induzida por G-CSF e IL-4 que foram caracterizadas imunofenotipicamente e
funcionalmente de forma robusta e consistente com a literatura. Além disso,
demonstramos que as células supressoras de THP1-MDSC-like sdo capazes de

contribuir para o escape imunoldgico de linhagens LMA.

Descritores: Células supressoras mieloides; Leucemia mieloide aguda; Microambiente

tumoral; Diferenciagéo celular
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1 INTRODUCAO

1.1 Células supressoras mieloides

As células denominadas células supressoras mieloides ou células
supressoras de linhagem mieloide (MDSC — myeloid-derived suppressor cells), foram
reveladas pela literatura cientifica ha 15 anos, descrevendo inicialmente um grupo
vagamente definido de células mieloides com potente atividade regulatoria imunoldgica.
Nos ultimos anos, a natureza e o papel biolégico das MDSC tornaram-se mais claros e
as MDSC emergiram como um regulador universal da funcdo imunolégica em muitas
condicbes patolégicas (por exemplo, céancer, inflamacdo cronica e doencas
autoimunes). 2 No entanto, possivelmente estas células ja vinham sendo relatadas na
literatura desde muito antes. Foi em 1995 que o primeiro estudo documentando a
presenca de células imaturas dotadas de capacidade supressiva em tecidos de cancer
de cabeca e pescoco e linfonodos foi publicado.® Progressivamente, cada vez mais
estudos surgiram apoiando o conceito inicial da existéncia de uma populacdo mieloide
com fungBes supressoras.®4 Atualmente, a definicdo de MDSC é de uma populacdo
heterogénea de células mieloides imaturas com potente perfil supressor que regulam
negativamente as respostas imunes.?512)

Foram descritas duas grandes subpopulacbes de MDSC: as
neutrofilicas (PMN-MDSC, também denominadas algumas vezes de G-MDSC) e as
monociticas (M-MDSC, denominadas também por alguns autores como Mo-MDSC). Ha
relatos também de uma terceira populacdo chamada de imaturas (i-MDSC, conhecidas
também como e-MDSC, que significa MDSC em estagio inicial).(@4-9.13.14)

Em termos de morfologia, fenétipo e funcdo, as MDSC nédo sao um
simples subconjunto definido de células mieloides, mas sim uma populacéo heterogénea
gue, como tal, expressa uma mistura de marcadores de superficie tipicos para células
mieloides, mas ndo possui marcadores de linhagem para linfocitos, células natural killer
(NK), macroéfagos e células dendriticas.(*® Devido sua grande heterogeneidade, ndo ha
um consenso na literatura quanto a imunofenotipagem das MDSC.®*® De acordo com
Bronte et al.().as PMN-MDSC s&o caracterizadas por CD14-CD11b*CD15*(ou CD66b"),
as M-MDSC apresentam CD11b*CD14*HLA-DR¥-CD15, e as i-MDSC s&o Lin
(CD3/14/15/19/56)/HLA-DR/CD33*.() Por outro lado, alguns autores néo consideram o



CD33 como marcador de células imaturas mas sim de células PMN-MDSC®16) e até
mesmo M-MDSC, por exemplo.16:17)

Durante a hematopoese normal, pequenas quantidades de MDSC séo
geradas com o objetivo de manter um pool de progenitores mieloides na medula 6ssea
(MO). Essa populacao, rara em condicbes saudaveis, pode estar presente na MO,
sangue periférico, linfonodos e baco. As MDSC podem ser encontradas em maior
abundancia quando relacionadas a condi¢Bes patolégicas em que ha alteracdes na via
de diferenciacdo hematopoiética, levando a expansao e acumulo de MDSC, como na
inflamacé&o crénica, infeccdo, estresse, autoimunidade e, principalmente, no cancer. A
maior parte do conhecimento sobre a funcdo das MDSC vem de estudos sobre modelos
de cancer, principalmente em tumores solidos.*-6:8.9.11,13.14,18,19)

O acumulo de MDSC é um fenébmeno complexo e gradual regido por
multiplos fatores, um primeiro grupo de sinais é importante para a expansao de células
mieloides imaturas, enquanto um segundo grupo € responsavel por sua ativacao
patolégica. O primeiro grupo de sinais € impulsionado por fatores produzidos pelo
estroma da MO ou tumores e inclui: Fator estimulador de colénias de granul6citos-
macréfagos (GM-CSF), Fator estimulador de col6nias de granul6citos (G-CSF), Fator
estimulador de macrofagos (M-CSF), Fator de célula-tronco (SCF), Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e &cidos graxos poli-insaturados. Os fatores/reguladores
transcricionais STAT3, STAT5, IRF8, C/EBPB, NOTCH desempenham um papel
importante neste processo. Outros fatores envolvidos neste processo incluem os
receptores de adenosina A2b, NLRP3, proteina do retinoblastoma 1 (RB1) e alarminas
proteina A8 de ligacdo ao calcio S100 (S100A8) e proteina A9 de ligacao ao calcio S100
(S100A9). Adicionalmente, a literatura revela que as moléculas antiapoptéticas c-FLIP e
MCL-1 estdo respectivamente envolvidas no desenvolvimento de M-MDSC e PMN-
MDSC em canceres. O segundo grupo de sinais é mediado por citocinas inflamatérias e
DAMP, que incluem IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-13, TNF e o ligante TLR, HMGBL1. Esses
fatores sinalizam principalmente via NF-kB, STAT1 e STAT6.(320-26)

1.1.1 MDSC e doencgas autoimunes

Uma grande vertente em evidéncia nos ultimos anos € o envolvimento

das MDSC em doencas autoimunes como a artrite reumatoide, diabetes tipo 1, esclerose



multipla e doenca inflamatdria intestinal. Uma das principais func¢des das células MDSC
nesse contexto é devido sua capacidade de afetar negativamente as respostas
imunoldgicas regulando a fungéo das células T CD4 e CD8, sendo apontadas até como
possiveis alvos terapéuticos. 27

No lUpus eritematoso sistémico (LES), por exemplo, um estudo de Ji
et al.?® revelou que as MDSC apresentaram capacidade de regular o equilibrio celular
Th17/Treg e que isso pode ser um fator patogénico critico.?® Outro estudo mostrou um
aumento significativo de PMN-MDSC no sangue periférico de pacientes com LES ativo.
O aumento de MDSC foi positivamente correlacionado com a atividade sérica de
arginase-1 (ARG-1), respostas Thl7 e a gravidade da doenca. Os autores também
demonstraram, em um modelo humanizado de LES, que MDSC induziu les&o renal via
resposta Th17 de maneira dependente de ARG-1.(27:29)

Ja na artrite reumatoide, foi descrito que as M-MDSC e PMN-MDSC
desempenham diferentes funcdes supressoras e regulam as respostas imunes de uma
maneira diferente. Essa ambiguidade devido a heterogeneidade da populacao de células
MDSC, das intera¢cfes entre MDSC e diferentes subconjuntos de células T CD4+, e dos
diferentes estagios e condicdes da doenca evidencia um pouco mais a complexidade
dessas células.(™® Neste contexto ambiguo, as M-MDSC possuem uma acao anti-
inflamatéria com inibicdo de células T, expansdo de Treg, reducdo da inflamacéo e
reducado da severidade da doenca, em contrapartida as PMN-MDSC possuem mais uma
acao proé-inflamatéria como expansao de Th17, promocéao de inflamacéo e exacerbacao

da severidade da doenca.(1%:30.31)

1.1.2 MDSC e sepse e choque séptico

As MDSC também desempenham um papel significativo na
desregulacdo imunoldgica na sepse e na sua progressao para o choque séptico. As
MDSC séo liberadas transitoriamente pelo maquinario hematopoiético durante muitas
respostas inflamatérias e consideradas como um mecanismo regulatoério inato para evitar
uma resposta pro-inflamatdria exacerbada. No entanto, se essa expansao de MDSC e
sua infiltracdo tecidual persistirem, ela pode induzir uma fisiopatologia significativa,
incluindo linfopenia, imunossupressao hospedeira e imunoparalisia (supressao profunda

do sistema imunoldgico) que contribuem para a piora dos desfechos dos pacientes. (@234



1.1.3 MDSC e cancer

No cancer, onde essas células foram mais bem estudadas, o0 aumento
na frequéncia e no niumero de MDSC depende tanto da carga tumoral como dos fatores
secretados pelo tumor que regulam a sobrevivéncia e a expansdo das células
progenitoras mieloides. Estudos revelaram que os niumeros de MDSC circulantes estéo
correlacionados com mau prognostico, angiogénese tumoral, osteoporose e evasao
tumoral da imunidade do hospedeiro. Alguns estudos clinicos identificaram as MDSC
como um valioso marcador preditivo no cancer. (51835

De forma geral, as MDSC tém um papel patolégico triplo no cancer:
() elas suprimem respostas imunes adaptativas antitumorais especificas que, por sua
vez, facilitam o crescimento do tumor; (ll) elas mesmas aumentam o crescimento de
tumores j& estabelecidos pela secrecdo de diferentes moléculas; e (Ill) elas podem
fornecer uma centelha para o inicio da tumorigénese no microambiente inflamatério. (3637

Veglia et al.®? evidenciaram o valor das MDSC em prever a resposta
a varias terapias contra o cancer em diversos estudos que sugerem que a frequéncia de
M-MDSC se correlacionou negativamente com a resposta a quimioterapia no cancer de
mama, colo do utero, préstata, e carcinoma de células escamosas; da mesma forma, a
frequéncia de PMN-MDSC correlaciona-se negativamente com a resposta a
quimioterapia no cancer colorretal. Adicionalmente, a frequéncia de M-MDSC foi
preditora da falha da radioterapia no carcinoma hepatocelular. O percentual de M-MDSC
e PMN-MDSC circulantes correlacionou-se negativamente com resposta clinica objetiva
ao ipilimumab, anticorpo cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4 (CTLA-4) em
pacientes com melanoma nédo ressecavel. Além disso, no melanoma, a frequéncia M-
MDSC poderia prever a falha da imunoterapia de segunda linha usando anticorpo anti-
proteina de morte celular programada 1 (PD-1) (nivolumab) apds falha do tratamento de
primeira linha ipilimumab. Ademais, em modelos de tumor de camundongos, a inibicao
de MDSC durante a imunoterapia aumentou seu efeito terapéutico.®

Em relagdo as neoplasias hematoldgicas, Veglia et al.?) também
evidenciaram que a frequéncia de M-MDSC se correlacionou com a reducédo da
sobrevida em mieloma mudltiplo (MM), linfoma de Hodgkin e também o linfoma néo-
Hodgkin, incluindo o linfoma difuso de células B grandes.® Brimnes et al.(®® relataram

pela primeira vez um aumento no numero de MDSC no sangue periférico de pacientes



com MM em comparac&o com controles saudaveis em 2010.839) Mais tarde, Wang et
al.“% mostraram que os niveis de M-MDSC estavam positivamente correlacionados com
a recidiva do MM e negativamente correlacionados com os desfechos do

tratamento. 3940

1.1.4 MDSC na leucemia mieloide aguda

Estudos clinicos ja mostraram que MDSC sdo acumuladas no sangue
periférico e MO de pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) em comparacédo com
doadores saudaveis.®) Além disso, o microambiente da LMA promove a expansao da
populagdo de MDSC na MO,®? existe uma correlagdo positiva e relevante entre o
aumento da populacdo de MDSC e o pior progndéstico dos pacientes e a detecgcdo de
doenca residual minima esta diretamente associada a presenca de populacdo de
MDSC.®%43) Maiores frequéncias de M-MDSC e i-MDSC foram identificadas no sangue
periférico de pacientes com LMA,3%4) e as MDSC circulantes elevadas foram
significativamente correlacionados com menor remissdo completa e maiores taxas de
recaida e menor sobrevida a longo prazo nesses pacientes.%4%) No entanto, mais
estudos sao necessarios, principalmente em relacdo ao envolvimento das MDSC nas
neoplasias hematoldgicas.

Estimativas globais de 2020 apontam que ocorreram 19,3 milhdes de
novos casos de cancer e quase 10,0 milhdes de mortes por cancer. De acordo com a
GLOBOCAN 2020, s6 de leucemias foram estimados 474,519 mil novos casos e 311,594
mil mortes.“® Os dados disponiveis apontam para o fato de que a LMA é a leucemia
aguda mais comum entre adultos e sua incidéncia aumenta com a idade. E também a
segunda leucemia aguda mais comum em criangas. 7:4849.50)

Considerando esses numeros de incidéncia e mortalidade
alarmantes, € imperativo dedicar tempo e recursos para o estudo dos canceres, incluindo
a LMA. Também é necessario averiguar o envolvimento das MDSC nesse cenario, uma
vez que as MDSC vém ganhando evidéncia nos ultimos anos como potentes
imunoreguladores do microambiente e emergiram também como potenciais alvos
terapéuticos, principalmente relacionadas ao microambiente de tumores sélidos e mais

recentemente relacionadas também ao microambiente leucémico, podendo assim



interferir com o surgimento, evolucéo e recidiva da LMA além de influenciar na resposta

ao tratamento e na sobrevida do paciente.(%1819:46,51,52)

1.2 Aspectos gerais e especificos da leucemia mieloide aguda

A historia inicial da leucemia remonta a 200 anos. Nao h&a consenso
sobre a descoberta e a historia precoce da leucemia na literatura atual. Alfred Velpeau,
Alfred Donné, John Bennett e Rudolf Virchow séo os quatro mais frequentemente citados
como "aquele" que descobriu leucemia.®3

A LMA é uma doenca hematopoiética maligna clonal originada de
alteracdes genéticas e moleculares heterogéneas alterando a funcdo hematopoiética
normal das células progenitoras mieloides.(®45%)

Diversas mutacdes genéticas e epigenéticas fazem parte da evolugéo
clonal da LMA em que as células mutadas adquirem caracteristicas fundamentais do
cancer como por exemplo a capacidade de auto-renovacao, alta taxa de proliferacéo e
aguisicdo de resisténcia a apoptose. Como resultado, ha uma producdo de células
andmalas constituida de subtipos celulares mutados e que ndo completaram sua
maturagéo, denominados blastos (precursores mieloides transformados) que proliferam
e se acumulam na MO.(11545657) Estes blastos continuam sofrendo mutacdes, o que
confere a heterogeneidade clonal (caracteristica particularmente marcante da LMA), e
continuam se expandindo de forma gradativa na MO, comprometendo a hematopoese.
Entédo, ocorre também a liberacdo dos blastos para o sangue periférico e a invaséo de
outros tecidos.*#9:5456.58,59) Oy seja, a LMA apresenta-se como uma doenca heterogénea
gue tipicamente envolve MO e sangue periférico e, em varios casos, tecidos
extramedulares.1%-60 Embora o prognostico dos pacientes com LMA tenha melhorado
nas Ultimas décadas, apenas um em cada quatro pacientes sobrevive 5 anos ou mais.®%

O diagnostico, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), é um processo complexo. A MO ou o sangue periférico devem conter menos de
20% de blastos de linhagem mieloide. Além disso, sdo realizados diversos outros
exames: analise morfologica, imunofenotipagem por citometria de fluxo, citogenética e
sequenciamento de nova geracdo (NGS — new generation sequencing) a fim de definir
0s subtipos da doenca mediante os marcadores celulares, fenotipicos e mutacionais e

alteracdes cromossoémicas relacionadas.*?:54:61-63)



As manifestacdes clinicas (sinais e sintomas) comuns incluem
fraqueza, fadiga, infeccdes recorrentes e distarbios hemorragicos (hematomas,
equimoses, epistaxe).®) No processo leucémico, a febre ocorre por meio de dois
mecanismos: febre neoplasica, decorrente do processo de proliferacdo clonal, ou por
neutropenia e subsequentes infeccdes recorrentes. A pancitopenia (diminuicdo em todas
as linhagens de células sanguineas, ou seja, anemia, neutropenia e trombocitopenia)
surge da faléncia da MO e ocupacgdo por blastos leucémicos.? Os distarbios da
coagulacéo (tromboticos ou hemorragicos) sdo apresentacdes mais graves da LMA. 65
Todos os tipos de LMA podem apresentar comprometimento da coagulacdo, embora
ocorra comumente na leucemia promielocitica aguda (LPA).®% A leucocitose é outra
apresentacao clinica definida como hiperleucocitose sintomética, que € uma emergéncia
médica observada em 10-20% dos pacientes com LMA. Embora a leucocitose possa se
manifestar por meio de alteracdes patologicas em varios 6rgdos, os principais sintomas
clinicos e potencialmente fatais estdo relacionados ao sistema nervoso central e aos
pulmdes.®”) Os sintomas extramedulares incluem hepatoesplenomegalia, linfadenopatia
e lesGes 6sseas. 8

O prognostico da LMA ¢ influenciado pela idade do paciente, cariétipo
e caracteristicas genémicas. A média de idade do diagnostico € de 68 anos. Estima-se
que aproximadamente 80% dos pacientes com idade 265 anos tenham taxas de
mortalidade 230% apds intensiva quimioterapia de inducéo. Devido a isso, a maioria dos
pacientes com LMA recém-diagnosticada com idade =60 anos recebe terapias de baixa
intensidade.®.70)

Os marcadores genéticos sdo de suma importancia na compreensao
da fisiopatologia da LMA, sendo utilizados para classificacdo de risco, determinacdo de
tratamento e progndstico (favoravel, intermediario, mau prognostico).®4) Estudos que
descreveram a evolucdo genética e epigenética da LMA do diagnéstico a recaida indicam
que o perfil molecular da LMA muda durante a doenca. Cada mutagdo aumenta a
complexidade genética, o que faz com que o0 aumento da heterogeneidade clonal esteja
associado a desfechos desfavoraveis na LMA.®5)

Para pacientes com LMA citogeneticamente normal, o progndstico
pode ser especificado pelo status mutacional dos genes nucleophosmin 1 (NPM1), Fms-
like tyrosine kinase 3 (FLT3) e CCAAT/enhancer-binding protein alpha (CEBPA).
Mutacbes do gene isocitrato desidrogenase 1 (IDH1 — isocitrate dehydrogenase) tém

sido relatadas como fator prognéstico adverso apenas em subgrupos geneticamente



definidos de pacientes. JA em relacdo ao gene IDH2, uma meta-analise recente
encontrou um impacto prognostico positivo das mutacdes IDH2 na sobrevivéncia.(©?)

Alguns dos genes tipicamente mutados sdo os relacionados as vias
de sinalizacdo e ativacdo da proteina quinase. Mutacdes no gene FLT3, estédo
associadas a ativacdo e proliferacdo aberrante de blastos leucémicos.("? O FLT3 tem
um papel especial na leucemogénese por colaborar com outras mutacoes,
principalmente aquelas que envolvem o gene NPML1. Pacientes com mutacdo NPM1 s&o
estratificados como progndéstico favoravel. No entanto, a estratificacao de risco é alterada
e 0 curso clinico estd associado a recidivas precoces quando ambas as mutacfes
coexistem (FLT3 e NPM1).(6973.74) Qutro importante grupo de mutacdes fundadoras esta
relacionado a genes que regulam a metilacdo epigenética do DNA e a modificacdo da
cromatina. A mutacdo DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3A), por exemplo, prejudica
e blogueia a diferenciacdo de HSC e a mutacao tet methylcytosine dioxygenase 2 (TET2)
prejudica a diferenciacdo mieloide,(™ sendo ambas consideradas um fator prognostico
negativo.®® As principais alteracdes citogenéticas também sdo descritas como
responsaveis pelo desenvolvimento da LMA (como translocacdo cromossoémica,
amplificacdo de genes, insercédo ou delecdo) e essas marcas também sdo importantes
para classificagdo de risco e estratégia de tratamento.(7>76)

Anteriormente as leucemias eram classificadas e nomeadas de
acordo com sistema de estadiamento French-American-British Co-operative Group
(FAB) de 1976 e a classificacdo das leucemias mieloides agudas era separada de MO a
M7 (de acordo com o desenvolvimento das células e sua morfologia),””) entretanto, esta
classificacdo foi substituida pela classificacdo da OMS que leva em conta Varios
parametros clinico-patolégicos, complementando a classificagcdo pré-existente com
informacdes citogenéticas e moleculares, tornando a categorizacdo mais robusta e
especifica. Além disso, com o0 avanc¢o das técnicas de biologia molecular e celular, o
advento do NGS e identificacdo de véarios biomarcadores, a classificacdo OMS foi
revisada em 2017, trazendo multiplas mudancas na classificagao tradicional para LMA,
neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas.®*7879 Atualmente, a LMA é classificada
em 6 grandes categorias: LMA com anormalidades genéticas recorrentes; LMA com
alteracdes relacionadas a mielodisplasia; neoplasias mieloides relacionadas a terapia;
LMA, sem outra especificacdo; sarcoma mieloide; e proliferacdes mieloides relacionadas

a sindrome de Down.®4



O tratamento convencional e padrdo para a LMA € o tratamento
quimioterapico de inducdo que consiste em protocolos terapéuticos quimioterapicos que
combinam dois medicamentos com a finalidade de erradicar células leucémicas, no caso,
a citarabina junto com antraciclina (daunorrubicina ou idarrubicina). Embora este
tratamento induza remiss@es completas ha maioria dos pacientes, muitos enfrentam uma
recaida (resisténcia adaptativa) ou tém doenca refrataria (resisténcia primaria). A recaida
da LMA deve-se a sobrevivéncia de células de leucemia resistentes a terapia (doenca
residual minima). Além disso, pacientes mais velhos sdo frequentemente considerados
inapropriados para receber tratamento a base de citotoxicos. %

Enquanto muitas das LMA sdo tratadas com quimioterapias de
inducao (citarabina com antraciclina), os pacientes diagnosticados com leucemia LPA de
baixo risco recebem tratamento de indugéo com tridxido de arsénico mais acido all-trans
retindico (ATRA - all-trans retinoic acid),®? o que leva a remissdo da doenca com
excelentes resultados em termos de sobrevida global.® Essa leucemia se distingue das
outras ndo s6 pelo tratamento, mas principalmente por caracteristicas citogenéticas,
clinicas e biolégicas com caracteristicas moleculares, fenotipicas e clinicas peculiares.
A LPA é caracterizada pela translocacédo t(15;17).(69

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (CTH) alogénicas
representa uma estratégia importante em busca de cura e para prevenir a recaida da
doenca para a maioria dos pacientes com LMA que atingem a remissdo. O consenso
atual, baseado na classificacdo de risco, recomenda o transplante de células-tronco
alogénicas mieloblativas para a LMA de maior risco, mas ndo para a de menor risco. A
estratégia que une o transplante autdlogo e quimioterapia de consolidacdo sé&o
considerados de beneficio equivalente para LMA de risco intermediario. Nos pacientes
com LMA recém-diagnosticada e de melhor prognéstico, o transplante de CTH
alogénicas mieloablativo na primeira remissdo completa leva a uma melhor sobrevida
geral e a sobrevivéncia livre de leucemia quando comparado com abordagens nao
transplantadas nesses grupos de risco.®384)

Todo a complexidade e heterogeneidade mutacional que envolve a
LMA torna desafiadora a implementagéo de terapias-alvo especificas, além disso ha a
contribuicdo da escassez de agentes farmacoldgicos para a maioria dos eventos
mutacionais encontrados na LMA.®5 Por isso, estudos que visam o entendimento das
anormalidades citogenéticas, alteracdes epigenéticas, mutacdes, mecanismos de

apoptose e principalmente da resposta imunolégica sdo o caminho para o
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desenvolvimento de tratamentos que sejam mais especificos e individualizados a fim de
obter o melhor resultado para a sobrevida do paciente, principalmente em casos de
recidiva e refratariedade. €687

Em 2000, Hanahan et al. descreveram as caracteristicas do cancer
como autossuficiéncia de crescimento, resisténcia a sinais inibitérios de crescimento e
apoptoticos, replicacdo ilimitada, capacidade de adquirir nutricdo promovendo
angiogénese, invasdo e metastase.®® Em 2011, esses conceitos foram refinados e o
reconhecimento de que a evasdo imunolodgica é um atributo central adicional das células
cancerigenas.®) Esta caracteristica fundamental do cancer € particularmente marcante
na LMA.C® Recentemente, em 2022, novas adigGes foram propostas por Hanahan,
trazendo a perspectiva de que a plasticidade fenotipica e a diferenciacédo interrompida
sd0 uma caracteristica discreta e que a reprogramacao epigenética ndo mutacional e 0s
microbiomas polimérficos constituem caracteristicas distintas que facilitam a aquisicao
de capacidades marcantes, podendo ser considerados determinantes mecanicistas
pelas quais as capacidades marcantes do cancer sao adquiridas. Além disso, células
senescentes, de origens variadas, podem ser adicionadas a lista de tipos celulares
funcionalmente importantes no microambiente tumoral (TME -  tumor
microenvironment).®) Na figura 1 abaixo encontra-se a exemplificacdo de todas essas

caracteristicas marcantes dos canceres.
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Fonte: Hanahan D. Hallmarks of cancer: new dimensions. Cancer Discov.
2022;12(1):31-46. Figure 6. Hallmarks of cancer—new additions; p. 43.V
Figura 1. Marcadores do cancer

A evasdao do sistema imune permanece sendo um dos mais
importantes componentes do cenario neoplasico, especialmente porque o sistema imune
é a terceira barreira de conteng&o de tumor num organismo humano apos reparo de DNA
e apoptose pela via intrinseca. Desta forma, é crucial compreender os elementos
imunoldgicos envolvidos nesse reconhecimento e eliminacdo de células da neoplasia,
em especial da LMA, para o avanco da compreensao da fisiopatologia da LMA e para o

desenvolvimento de terapias especificas.#2:8%92)

1.4 Resposta imune, o papel das células NK e a apoptose

A resposta imune contra tumores, incluindo a resposta imune anti-
leucémica, compreende as fases de reconhecimento da célula neoplasica e sua
eliminacdo, sendo ambas igualmente importantes.©?

As células NK séo de origem linfoide e exibem uma resposta inata

contra células infectadas por virus, mas estas também sdo capazes de montar uma
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resposta imune contra células tumorais. As NK séo capazes de distinguir células do
corpo que possuem densidade normal ou diminuida de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC — major histocompatibility complex) em sua membrana
mesmo sem exposi¢ao prévia a essas células. As células NK contém receptores que
podem ativar ou inibir sua atividade.(®3%) Os receptores caracterizados (Figura 2)
incluem o MHC ligando os inibidores de imunoglobulina de célula assassina (KIR — killer-
cell immunoglobulin-like receptor). Os KIR podem atuar como receptores ativadores ou
receptores inibitdrios. Como inibidores, possuem um dominio transmembrana com cauda
citoplasmatica longa. J& como ativadores, tém caudas citoplasmaticas mais curtas e
ativam células NK por associacdo com moléculas adaptadoras. Outros receptores
importantes de receptores de células NK envolvidos na sinalizag&o incluem a proteina
2A do grupo NK (NKG2A) e o transcrito do tipo imunoglobulina 2 (ILT-2).(497)

KIR
PD1

S1199 YN
Tumor cell

TIGIT/
CDg6

Fonte: Adaptado de Carotta S. Targeting NK cells for
anticancer  immunotherapy: clinical and preclinical
approaches. Front Immunol. 2016;7:152. Figure 1. Clinical
and preclinical therapies augmenting NK cells function; p.
4,067

Figura 2. Marcadores moleculares das células NK e das
células tumorais envolvidas no reconhecimento e killing

As células NK podem induzir a apoptose da célula tumoral através de
duas vias principais. A primeira via envolve a liberagdo de perforinas e granzimas, que
levam a apoptose por rompimento da membrana celular da célula-alvo. Quando as
células NK se tornam ativadas, ha uma segunda via de morte, dependente de CD16 e
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC — antibody-dependent cellular

cytotoxicity) em células tumorais alvo, com subsequente indugéo de apoptose através da
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via FAS/Fas-L. Outros componentes da apoptose mediada por células NK incluem a
liberacdo dos ligantes do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a — tumor necrosis factor-
alpha), ou Apo2-ligand [ligante indutor de apoptose relacionado a TNF (TRAIL — TNF-
related apoptosis-inducing ligand) /Apo2L] que, por sua vez, sdo capazes de ativar alvos
gue contém dominios de morte. O TRAIL foi especificamente implicado no controle do
crescimento de células tumorais e metastases.(®49%)

O processo de apoptose envolve uma complexa rede de sinalizacao
celular que se inicia com um estimulo de morte e culmina com um fenoétipo classico de
empacotamento celular e subsequente remocao dos corpos apoptoticos. Todo este
processo € mediado por caspases, proteinas capazes de clivar seus substratos,
classificadas como iniciadoras ou efetoras. Ha duas vias de ativacdo deste processo de
morte: via extrinseca, quando dependente de receptores de morte e sinalizacdo externa,
ou intrinseca, quando dependente de sinais intracelulares.®?

A via extrinseca € iniciada apoés a interacdo dos ligantes de morte, tais
como o TNF-a, o Fas/CD95-Ligante (FasL/CD95L) e o TRAIL, com 0s seus respectivos
receptores. Uma vez ativados, recrutam adaptadores intracelulares como Fas-
associated protein with death domain (FADD) e tumor necrosis factor receptor type 1-
associated death domain (TRADD) e caspases iniciadoras -8 e -10, formando um
complexo proteico chamado death-inducing signaling complex (DISC), que por sua vez
leva a ativacdo das caspases efetoras, como a Caspase-3, gerando o fenétipo deste tipo
de morte, mencionado anteriormente.(°%-102)

Ja pela via intrinseca, a participacdo de ligantes de morte é
dispensavel, visto que uma gama de sinais intracelulares, denominados de “sinais de
estresse”, tais como dano ao DNA, desestruturagcao do citoesqueleto, perda de adesao
celular, caréncia de fatores de crescimento, hipdxia, inibicdo de sintese proteica ou de
acidos nucleicos, estresse de reticulo endoplasmaético, entre outros séo suficientes para
ativar este processo, a partir da ativacdo de BH3 interacting domain death agonist (Bid)
e liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial, reconhecido como o principal gatilho desta via
de apoptose.(©°-101)

A liberacdo de citocromo c depende da abertura de poros na
membrana mitocondrial externa, que € um processo regulado por proteinas da familia B
cell Lymphoma-2 (Bcl-2) através da interacdo de membros pro e anti-apoptoéticos. BCL-
associated X (Bax) e BCL2 antagonist/killer (Bak) s&do dois membros pré-apoptoéticos

implicados na formacéao dos poros que permitem a liberagao do citocromo c. Estes poros
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se mantém fechados devido a interacdo de membros anti-apoptoticos, tais como Bcl-2 e
B-cell lymphoma-extra large (Bcl-XL), sendo este o cenario molecular de uma célula
saudavel, porém, com uma sinaliza¢éo apoptotica, este cenério € modificado. O aumento
da permeabilidade da membrana permite a liberac&o do citocromo c para o citoplasma e
consequentemente formacdo do apoptossomo, um complexo proteico composto por
caspase-9, apoptotic peptidase activating factor 1 (APAF-1), adenosina trifosfato (ATP)
e citocromo c, que por sua vez cliva as caspases executoras -3, -6 e -7, levando a
conclusédo da via de apoptose com o mesmo fenétipo j& descrito, apesar da via de

ativacéo completamente diferente.(100.103)

1.4 Mecanismo de escape imunoldgico pelas células leucémicas e interacfes

MDSC-microambiente

Nos ultimos anos foram identificadas as estratégias usadas pelas
células leucémicas para driblar o ataque do sistema imunologico. Os mecanismos de
vigilancia imunoldgica que compreendem sistemas imunoldgicos adaptativos e inatos
sao naturalmente projetados para eliminar o desenvolvimento da LMA. No entanto, as
células leucémicas aplicam varios mecanismos de evasdo imunoldgica para desviar as
respostas imunes do hospedeiro, resultando na progressdo da doenca.(*?1%4 Estes
mecanismos incluem a expansdo de células imunossupressoras como os linfécitos T
reguladores, macrofagos associados ao tumor (TAM — tumor-associated macrophage) e
as MDSC; superexpressao de ligantes de checkpoint imunolégicos; secrecdo de
citocinas anti-inflamatérias; regulacdo de MHC-I1 e MHC-Il para fugir de células
dendriticas e macrofagos; producdo de enzimas imunossupressoras; reducdo da
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias; e inducdo de exaustdo nas células NK e
linfécitos T (Figura 3).¢42)
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Fonte: Taghiloo S, Asgarian-Omran H. Immune evasion mechanisms in acute myeloid leukemia: a focus
on immune checkpoint pathways. Crit Rev Oncol Hematol. 2021;157:103164. Fig. 2. Immune escape
mechanisms of AML from immunosurveillance; p. 3.4

Figura 3. Mecanismos de escape imunoldgico pelas células leucémicas

O aumento do conhecimento do TME e dos mecanismos de regulacao
imunoldgica resultou no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para
pacientes com LMA. Combinacdes diversas de tratamentos vem sendo estudados
evidenciando que “atacar’ o cancer de mais de uma frente pode ser mais eficaz a fim de
aumentar a sobrevida do paciente. Acreditamos que as imunoterapias, em especial
aquelas mediadas por células NK, sdo alternativas cada vez mais eficazes no tratamento
dos pacientes e cura da LMA. Contudo, é evidente que subpopulacbes das células
neoplasicas possuem estratégias para resistirem e sobreviverem, ocasionando recidivas
da doenca. Ha evidéncias emergentes de que as células-tronco leucémicas (CTL) da
LMA podem remodelar o nicho da MO em um microambiente permissivo a leucemia,
suprimindo assim a hematopoiese normal. A interacdo complexa entre CTL e seu
microambiente, incluindo moléculas de adeséo, quimiocinas e citocinas, contribuem para
a sobrevivéncia das CTL, resisténcia terapéutica e recaida da doenca. Compreender
essas interacdes € crucial para o desenvolvimento de drogas eficazes para superar a

resisténcia a medicamentos.(11:42,50,80,90,93,105,106) Além do desenvolvimento de terapias
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medicamentosas, o desenvolvimento de imunoterapias vem ganhando muito espaco,
desde o desenvolvimento de inibidores de checkpoint imunoldgico por exemplo.2°0.107-
110) No entanto, mais recentemente, o desenvolvimento de imunoterapias baseadas na
modificacao genética de células T para expressarem receptor antigénico quimérico (CAR
— chimeric antigen receptor), e atualmente o desenvolvimento ndo sé de células CAR-T
mas também de células CAR-NK tem sido amplamente estudados e os dados atuais se
mostram muito promissores.(111-118)

E importante destacar que a MO é um microambiente altamente
complexo e dinamico. Esse ambiente formado por diversas células (inclusive as MDSC)
e varias moléculas alocadas em nichos fornece importantes sinais regulatérios e controla
estritamente as principais caracteristicas do processo de hematopoese. Alteracbes e
desregulacbes desse ambiente da MO favorecem o surgimento de doengas, como a
LMA.(11119.120) - A estratégia mais difundida e eficiente de escape imunoldgico
provavelmente depende da capacidade da LMA em criar um ambiente tolerogénico
amplo, alterando a hematopoese normal e promovendo a expansao de células mieloides
através da liberacdo constante e progressiva de fatores derivados de tumor que incluem
metabolitos, citocinas e quimiocinas.®® Desvendar quais as fungées das MDSC neste
contexto seria de grande impacto para a sociedade.

Foi descrito que as MDSC suprimem as células T e regulam o
microambiente inflamatério por multiplos mecanismos. Dentre eles estdo: inducdo de
Treg e expansao de Thl7, inibicdo da funcao das células NK, diminuicdo da ativacéo e
proliferacdo de células T, comprometimento da migracdo da célula T e inducdo de
tolerancia antigeno-especifica.(837.121) Além de mecanismos utilizados por outros tipos
de células imunorreguladoras (como citocinas e moléculas de superficie), as MDSC
usam também como estratégia a ativacdo da ARG-1 e consequentemente producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species), que tém papel
imunossupressor quando produzidos em grandes quantidades.® Adicionalmente, as
MDSC modulam a producéo de citocinas de macréfagos e promovem outras funcoes
ndo imunes, como angiogénese tumoral e, eventualmente, metastase.

A literatura descreve bem a interacdo de MDSC impulsionando a
progressao tumoral. As MDSC inibem a resposta imune em camundongos portadores de
tumor por quatro processos: I) MDSC dirigem a diferenciacdo de células imunes em
direcdo a células reguladoras; 1) MDSC interferem na migragéo e viabilidade de células

T; lll) MDSC alteram a aptiddo das células T ativando a expressao intracelular de ARG-
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1, 6xido nitrico sintase 2 (NOS2) e NOX2 para produzir NO, ROS, e espécies reativas
de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen species); e IV) as MDSC esgotam metabdlitos
essenciais para a aptiddo dos linfécitos T. As MDSC também podem promover
angiogénese e vasculogénese tumoral via secre¢éo de VEGF e MMP9. MDSC produzem
niveis elevados de fator de transformacao do crescimento beta (TGF- — transforming
growth factor beta) e fator de crescimento de hepatécitos (HGF- hepatocyte growth fator)
em tumores primarios, induzindo transicdo epitélio-mesenquimal (TEM), e secretam
vesiculas no nicho metastatico, promovendo TEM. Finalmente, as MDSC mantém o
stemness das células tumorais tanto pela producdo de IL-1RA como pela inducdo da

regulacao positiva do microRNA-101 nas células estaminais cancerigenas (Figura 4).6%
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MDSC sustentam o crescimento, progressdo e disseminacdo do tumor, promovendo disfuncéo
imunoldégica (verde), mas também por mecanismos nao-imunes (laranja). MDSC: células supressoras
de linhagem mieloide.

Fonte: Adaptado de Ugel S, De Sanctis F, Mandruzzato S, Bronte V. Tumor-induced myeloid deviation:
when myeloid-derived suppressor cells meet tumor-associated macrophages. J Clin Invest.
2015;125(9):3365-76. Figure 3. TAM- and MDSC-dependent mechanisms driving tumor progression; p.
3369.%%

Figura 4. Mecanismos dependentes de MDSC que impulsionam a progresséo tumoral

Outro mecanismo imunossupressor relacionado a fungédo das MDSC
€ a expressao de moléculas de ponto de verificagdo imunoldgica negativa. Em pacientes
com cancer de pulmao de células ndo pequenas, os MDSC interagem com a T-cell
immunoglobulin mucin 3 (TIM3) em células T através da expressao de Gal-9, que
prejudica o efeito citotoxico das ceélulas CD8 T e estad intimamente associado a

resisténcia do paciente aos anticorpos monoclonais PD-1.¢%)
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1.5 Terapias-alvo para MDSC

Uma vez que a MDSC faz parte do TME segundo achados da
literatura para vérias entidades tumorais, tem sido investigado o beneficio de se abordar
estas células supressoras como alvos terapéuticos.®%122-125 |nibir a diferenciacdo de
MDSC no microambiente da MO, minimizar o recrutamento ou remover MDSC do
microambiente podem ser abordagens eficazes no direcionamento de MDSC para o
tratamento de doencas.°122 No TME, as MDSC tornaram-se um dos principais
obstaculos a imunoterapia, pois levam a resisténcia imunoterapéutica. Isto posto, as
MDSC dentro do TME tornaram-se um dos principais alvos para melhorar a eficacia da
imunoterapia tumoral, e estratégias terapéuticas tendo as MDSC como alvo foram
desenvolvidas nos Ultimos anos(?2126) e muitos estudos clinicos estdo atualmente em
curso a fim de investigar essas potenciais novas estratégias terapéuticas.126.127) As
principais abordagens contra as MDSC incluem: (1) esgotar as popula¢des de MDSC; (II)
prevenir o recrutamento e migracdo de MDSC para o TME; (lll) atenuar 0s mecanismos
imunossupressores das MDSC pela regulacdo negativa da expressao de ARG-1, iNOS,
cyclooxygenase (COX-2) e reducéo da geracéao de ROS; (IV) promover a diferenciacéo
de MDSCs em células mieloides maduras ndo supressoras como macréfagos e células

dendriticas.?") A figura 5 abaixo traz alguns exemplos dessas estratégias terapéuticas.
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Fonte: De Cicco P, Ercolano G, lanaro A. The new era of cancer immunotherapy: targeting myeloid-derived
suppressor cells to overcome immune evasion. Front Immunol. 2020;11:1680. Figurel. Strategies for
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) targeting; p. 4.427)

Figura 5. Estratégias para direcionamento de células supressoras mieloides

Alguns exemplos de tratamentos que afetam diretamente as MDSC
sdo o uso de Bisphosphonates, que reduziu os numeros de MDSC e diminui sua
capacidade de diferenciar-se em osteoblastos no MM.©%128) Também no MM, o uso de
Daratumumab reduziu o nimero de MDSC CD38+*.(%129 J4 o lbrutinib reduziu os
nameros de MDSC e alterou a diferenciacdo de MDSC, induzindo células T naive em
células Thl e longe das células Th2 na leucemia linfocitica crénica.213% Adicionalmente,
o desenvolvimento de terapias celulares associadas a MDSC para a prevencao e
tratamento da doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH — graft versus host disease)
apos o transplante de CTH € uma dire¢do muito promissora.® Inclusive, Stokes et al.(t3%
relataram o aprimoramento da funcdo imunossupressor dos MDSC com o uso de
Bendamustine no CTH, melhorando a imunossupressdo em MDSC e reduzindo o
DECH.(39‘131)

Além disso, o tratamento combinado com bloqueadores de checkpoint
imunologico e MDSC direcionadas pode inibir efetivamente o desenvolvimento e a
progressao do tumor. As terapias com bloqueadores de checkpoint imunoldgico e CAR-
T proporcionaram mais vantagens para imunoterapia de cancer. Os inibidores de
checkpoint imunologico tém como alvo moléculas de checkpoint imunologico,

principalmente PD-1, ligante da proteina de morte celular programada (PD-L1) e CTLA-
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4 para restaurar a funcdo imune antitumoral. Embora algumas das proteinas de
checkpoint (como PD-L1) sejam expressas nas superficies do tumor e das MDSC e
alguns pacientes com cancer apresentem bons efeitos clinicos de longa duracéo apos o
tratamento com bloqueadores de checkpoint imunoldgico, a resisténcia imunoterapéutica
se desenvolve no estagio tardio da maioria dos tumores sélidos. As MDSC no TME
induzidas por quimiocinas ou citocinas tornam-se o principal obstaculo para
comprometer o efeito de bloqueadores de checkpoint imunolégico.?? A literatura relata
que o tratamento Unico de imunoterapia no colangiocarcinoma maligno (CCA) nédo é
eficaz devido ao TME complexo. Em um modelo de camundongos de CCA, o PD-L1 é
encontrado principalmente derivado de TAM e MDSC, promovendo a progressao do
tumor. A taxa de resposta para o tratamento anti-PD-1 é inferior a 10%. Uma das razfes
€ que as populacbes de PMN-MDSC mediam a evasdo imunoldgica, prejudicando a
resposta das células T, e o bloqueio dos TAM sozinho ndo consegue retardar a
progresséo do tumor.?2 De fato, o tempo de sobrevivéncia em camundongos com CCA
foi maior apés o tratamento combinado de anticorpos especificos de PMN-MDSCs (ou
seja, anticorpo anti-Ly6G, anticorpo anti-PD-1 e anticorpo anti-CSF1R), em comparacéo
com o tratamento de anticorpos Unicos.1?2.132) Estes e outros dados disponiveis apontam
gque combinar imunoterapias com terapias com MDSC como alvo sdo altamente
promissoras.

Apesar da clara importancia das MDSC no contexto do cancer e de
outras patologias, ha grandes limitacbes que dificultam sua investigacdo no ambito
experimental, por se tratar de populacdes raras, de dificil obtencdo a partir de amostras
de sangue periférico e de MO, caracterizacdo complexa e dificil manutencdo destas
células em cultura. Sendo assim, é extremamente necessario que novas pesquisas
viabilizem tais investigacdes com potenciais desdobramentos a favor do desfecho clinico
dos pacientes. Este trabalho busca fornecer uma fonte alternativa de MDSC que pode

ser obtida em laboratério a partir de uma linhagem celular imortalizada.

1.6 Linhagem celular THP1

A linhagem celular THP-1 consiste em células imaturas imortalizadas
de linhagem celular monocitica humana derivada de um paciente com leucemia

monocitica aguda. Essa célula tem uma caracteristica de célula precursora que
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possibilita sua ampla aplicacdo em pesquisas in vitro de mondcitos e macroéfagos,
incluindo estudos sobre funcbes, mecanismos, vias de sinalizacdo e transporte de
drogas. (133135

As células THP-1 adquirem caracteristicas fenotipicas e funcionais
semelhantes aos macrofagos humanos primarios apos diferenciacédo usando forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA). Com estimulos para polarizacdo em macrofagos M1 ou M2,
que podem incluir lipopolissacarideos (LPS), IL-4, IL-13 dentre outros, o fendtipo de
maturacdo das células THP-1 diferenciadas pode ser caracterizado pela expresséo de
marcadores classicos de macréfagos, aumento da adesdo celular, aumento da
fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatorios.(133-137) Essa caracteristica precursora
e plasticidade das células THP1 a tornam uma excelente candidata para o
desenvolvimento de outros protocolos para gerar diferentes tipos celulares in vitro, como

por exemplo as MDSC.

1.7 Objetivos

1. Desenvolver um protocolo de producdo de células supressoras
mieloides a partir da diferenciacdo da linhagem celular mieloide imatura THP-1;

2. Caracterizar imunofenotipicamente e funcionalmente as células
supressoras mieloides derivadas da diferenciacao de THP1;

3. Avaliar a capacidade das células supressoras mieloides derivadas
da diferenciacdo de THP1 em contribuir para o escape imunolégico de linhagens de

leucemia mieloide aguda.
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2 METODOS

2.1 Aspectos éticos

Esse projeto € um estudo experimental registrado no Sistema
Gerenciador de Projeto de Pesquisa (SGPP) com o niumero 3563-18 aprovado em 31 de
outubro de 2018. Utilizamos linhagens celulares imortalizadas e também células isoladas
de amostras de sangue obtidas apds coleta de sangue de doadores voluntarios. Foram
incluidos voluntarios apenas que concordaram em participar do estudo apés explicacédo
do projeto, tirar dividas e aplicacdo de assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Este projeto é afiliado ao projeto SGPP: 3182-17 aprovado em 24
de outubro de 2017; CAAE: 78982417.0.0000.0071.

2.2 Linhagens celulares

Linhagens celulares humanas de LMA (THP-1 e HL60) foram
utilizadas no projeto. As células foram mantidas em meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute 16040 (RPMI-1640) com L-glutamina (RPMI 1640 contendo
Glutamina, Phenol Red - Ref: 11875-093, Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SBF, Ref: 12657-029, Gibco,
Thermo Fisher Scientific, USA), antibidticos penicilina (100u/mL) e estreptomicina
(100pg/mL) (Ref: 15140-122, Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA) e mantidas em
estufa a 37°C com 5% de CO2, segundo a recomendacédo da American Type Culture
Collection (ATCC).

2.3 Separacdo do PBMC a partir do sangue periférico

Foram coletados aproximadamente 50mL de sangue periférico de
dois doadores saudaveis (10 tubos de EDTA de 4,9mL cada). O material a fresco foi
processado por Ficoll, um reagente que faz a separacéo das células mononucleares por

gradiente de densidade, para obtencdo das células mononucleares do sangue periférico
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(PBMC - peripheral blood mononuclear cells) de acordo com o protocolo do fabricante
Sigma-Aldrich (USA).

Primeiramente foi realizada uma diluicdo do sangue periférico fresco
com tampao fosfato-salina (PBS — phosphate buffered saline) na propor¢cdo 1:1. Em
seguida adicionou-se 4mL de Ficoll em um outro tubo falcon, entdo o sangue foi colocado
lentamente e suavemente no tubo contendo o Ficoll e submetido em seguida a
centrifugag&o por 30min a 500rcf em temperatura ambiente (TA), sem desaceleragéo. O
anel de PBMC foi coletado para um novo tubo, onde adicionou-se PBS para lavagem e
centrifugado a 200rcf por 5 minutos em TA, fez-se a lavagem 2 vezes, ao final das
lavagens foi ressuspendido em meio de cultura RPMI-1640 e realizou-se contagem da

quantidade de PBMC viavel em Camara de Neubauer (com trypan blue).

2.4 Isolamento das células NK

A separacao das células NK foi realizada utilizando o sistema MACS
e Human-CD56 MicroBeads (Miltenyi Biotec — Alemanha) de acordo com as
recomendacdes e protocolo do fabricante. O PBMC isolado no item acima foi
centrifugado por 10min a 300rcf. Entdo o sobrenadante (SN) foi descartado e as células
foram ressuspendidas em tampdo PBS/EDTA na proporcéo de 1x107 células em 80uL
de tampédo. Apdés homogeneizacdo das células, adicionou-se 20uL das beads CD56
(Miltenyi Biotec — Alemanha), as células foram homogeneizadas novamente e entdo
incubadas por 15min em banho de gelo. Logo apés a incubacéo, foi adicionado 1mL de
tampédo PBS/EDTA ao tubo o qual foi centrifugado durante 10min a 300rcf. O SN foi
descartado e as células marcadas com as beads foram ressuspendidas em 500uL do
tampdo PBS/EDTA. Realizamos a eluicdo da coluna MS (Miltenyi Biotec — Alemanha)
que, resumidamente, consiste em passar 500uL de tampdo duas vezes na coluna ja
previamente montada junto ao suporte magnético. Entdo, sem deixar a coluna de selecao
positiva secar, foi adicionado o PBMC marcado com as beads na coluna. As células
marcadas com as beads ficaram retidas magneticamente na coluna, enquanto as células
nao marcadas passam diretamente para um tubo para células depletadas. A coluna foi
lavada novamente por 2 vezes com 500uL de tampao PBS/EDTA. Em seguida a coluna

foi retirada do suporte magnético, e imediatamente encaixada em um tubo de coleta onde
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foi realizado um flush com um embolo aplicado sobre a coluna com 1mL de tampéao

PBS/EDTA removendo da coluna apenas as células CD56+ purificadas do PBMC.

2.5 Diferenciacéo de células leucémicas imortalizadas

Para desenvolvimento do protocolo de diferenciagédo, célulasTHP1
foram incubadas com 50 ng/mL ou 100ng/mL de G-CSF (Filgrastim — Biosintética, Brasil)
e 20ng/mL ou 40ng/mL de IL-4 (Sigma-Aldrich, SRP6172, USA). Foram utilizadas placas
de 12 ou 24 pocos. A densidade celular para o plagueamento (dia 0) foi de 5x10° ou
1x108 células por poco. Foram avaliados diversos timepoints, incluindo os dias 3, 5, 6 e
7 de incubacao, sendo que ao final do dia 3 as células foram repicadas (cada 1 poco foi
transformado em 2, mantendo a proporcéao de volume final de meio que o tamanho do
poco suporta) ou foi realizado a troca total do meio (centrifugagcéo e ressuspenséo do
pellet de células em meio RPMI suplementado sem nova adi¢do de estimulo para
diferenciacéo). Ao final do protocolo e checagem da viabilidade celular por trypan blue
em camera de Neubauer as células foram coletadas para a realizacdo das demais
andlises.

Para comparacgao entre as condic¢oes, os grupos foram denominados
da seguinte forma: a) células THP1 néo estimuladas/controle: THP1-WT; b) células THP1

estimuladas para diferenciacdo em perfil MDSC: THP1-MDSC-like.

2.6 Separacdo e purificacédo das células diferenciadas por cell sorting

Para avaliar a expressao génica de células THP1-MDSC-like geradas
em nosso protocolo de diferenciacéo, as células THP1 submetidas a estimulagéo para
perfil MDSC-like foram coletadas da cultura e lavadas duas vezes com PBS. Entéo foram
marcadas com anticorpos anti-CD11b, CD33 e CD16 todos da BD (Becton, Dickinson
and Company, USA). Usando o citbmetro MoFlo Astrios EQ Cell Sorter (Beckman
Coulter, IN, USA), as células CD11b+/CD33+/CD16-/Linl- foram coletadas e essa
populacédo foi denominada células THP1-MDSC-like, a populacdo CD11b-/CD33-/CD16-

/Lin1- foi coletada também para controle e denominada THP1-nCT.
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2.7 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Com intuito de investigarmos a expressao de moléculas de superficie
nas células leucémicas, realizamos marcagcbes para CD11b, CD33, CD45, CD34,
CDl11c, CD15, CD117, CD66b, CD16, CD56, CD206, CD80, CD163, CD274, Lin1, HLA-
ABC, HLA-DR e CD14 (para informacdes sobre os anticorpos, clones diluicdes, e
referéncias, consulte o quadro 1). Para tal avaliacdo, as células foram recolhidas da
cultura e alocadas em seus tubos devidamente identificados, entdo foram lavadas duas
vezes com PBS e centrifugadas por 300rcf durante 5min a 4°C. O SN foi descartado, as
células foram homogeneizadas no PBS remanescente e a marcacao foi realizada por
30min, no gelo e protegida da luz. Em seguida as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas por 5min a 200rcf e 4°C e ressuspendidas em 300uL de PBS e entédo
levadas para leitura no equipamento citbmetro BD LSRFortessa™ X-20 cell analyzer
(Becton, Dickinson and Company, USA). A estratégia de gating adotada foi: em FSC-A
por SSC-A foi feito um gate selecionando todas as células leucémicas e excluindo células
mortas e debris, com posterior gate para exclusdo de dublets em SSC-A por SSC-H,
entdo deu-se seguimento a analise dos canais de cada marcacao nos histogramas. Os
resultados foram expressos através da representacéo dos histogramas e da intensidade
média de fluorescéncia (MFI — mean fluorescence intensity) com as médias das amostras

por grupo representadas nos graficos.

Quadro 1. Informacdes sobre os anticorpos (diluicbes, clones, cédigo de referéncia e empresa)

Marcador de
Superficie Diluicédo Clones Fluorocromo Ref. # Empresa
(Anticorpo)
CD11b 1uL : 5x10° cells ICRF44 BB515 564517 BD
CDllc 1uL : 5x10° cells BM15 PE 337206  Biolegend
CD14 2uL : 5x10° cells M5E2 PE 555398 BD
CD15 1uL : 5x10° cells HI198 BV650 564232 BD
CD16 1uL : 5x10° cells 3G8 Bv421 562878 BD
CD33 1uL : 5x10° cells WM53 Bv711 563171 BD
CD34 2uL : 5x10° cells 581 PE 555822 BD
CD45 1uL : 5x10°5 cells 2D1 APC-H7 560178 BD
CD56 1uL : 5x10°5 cells NCAM16.2 PE-CF594 564849 BD
CD66b 1uL : 5x10°5 cells G10F5 AF-647 561645 BD
CD80 1uL : 5x10°5 cells L307.4 BVv510 563084 BD
CD117 1uL : 5x10°5 cells 104D2 APC 341096 BD
CD163 1uL : 5x10°5 cells GHI/61 Bv421 562643 BD

continua...
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...continuacdo

CD206 1uL : 5x105 cells 19.2 BV480 746279 BD
CD274 (PD-L1)  1pL : 5x105 cells MIH1 BB515 564554 BD
HLA-DR 2uL : 5x105 cells G46-6 AF700 560743 BD
HLA-ABC 2uL : 5x105 cells G46-2.6 BV510 740172 BD
CD3= SK7: CD16=
3G8; CD19=
Linl 2uL : 5x105 cells  SJ25C1: CD20= L27: FITC 340546 BD
CD14= MfP9; CD56=
NCAM16.2
CD11b 5uL: 1x106 cells Bearl PC5 IM3611  Beckman
Coulter

AF: Alexa Fluor; APC: Allophycocyanin; BB: Brilliant Blue; BD: Becton, Dickinson and Company; BV:
Brilliant Violet; FITC: Fluorescein isothiocyanate; Linl: Anti-Human Lineage Cocktail 1; PC5: R-
phycoerythrin-Cyanine 5; PE: phycoerythrin.

2.8 Andlise da expressao génica

2.8.1 Extracdo de RNA

A extracao de RNA total foi realizada utilizando o trizol (Thermo Fisher
Scientific, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Aproximadamente 1x10°
células foram lisadas com 1mL de trizol. Foi adicionado 200uL de cloroférmio (Sigma-
Aldrich, USA), homogeneizou-se e deixou-se incubando por 3min em TA, em seguida foi
realizada centrifugacdo 12000rcf durante 15min e a 4°C. Transferimos a fase aquosa
que contém o RNA para um novo tubo devidamente identificado. Para a precipitagéo foi
adicionado 500uL de isopropanol (Sigma-Aldrich, USA) a fase aquosa e
homogeneizados, entdo as amostras ficaram incubando overnight no freezer -80°C. No
dia seguinte as amostras foram descongeladas no gelo e foram centrifugadas a 12000rcf
durante 10min e a 4°C. Descartamos o SN e deu-se seguimento a fase de lavagem
adicionando 1mL de etanol 75% (Sigma-Aldrich, USA) seguida de homogeneizacao, esta
etapa de lavagem foi realizada 2x. Apoés, para a fase de solubilizagdo do RNA,
ressuspendemos o pellet em 30uL de agua livre de RNAse e incubamos por 10min a
55°C. Imediatamente apos incubacéo as amostras foram colocadas no gelo durante 5min
para entdo dar-se seguimento a quantificacdo do RNA utilizando 1pL do mesmo no
aparelho NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, USA) e o resultado foi expresso em
Mg/uL. A qualidade do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 1%
contendo formaldeido (Amersham Pharmacia Biotech, USA) como agente desnaturante.
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2.8.2 Sintese de cDNA

Utilizando o kit Superscript 1ll (Thermo Fisher Scientific, USA) e,
seguindo as instru¢des do fabricante, submetemos 1jg de RNA livre de DNAse a técnica
de transcricdo reversa para obtencdo de &cido desoxirribonucleico complementar
(cDNA). Adicionamos ao RNA 1puL de oligodT (50uM), 1uL de Anneling Buffer e agua
livre g.s.p 8uL. Apds homogeneizacdo no voértex e spin, incubamos por 5min a 65°C no
termociclador (Thermo Fisher Scientific, USA) e, imediatamente, colocamos no gelo
durante 1min. Adicionamos 10puL do tampéao First-Strand Reaction Mix e 2L da enzima
Super Script lll/ RNAse Out Enzime Mix. Entdo as amostras foram homogeneizadas e
incubadas no termociclador por 50min a 50°C, 5min a 85°C e entdo foram resfriadas a
4°C. Depois, as amostras de cDNA foram congeladas no freezer -20°C até o momento
de realizacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

2.8.3 Reacéo de PCR quantitativo em tempo real

Para avaliacdo do nivel de expressdo dos RNAs mensageiros
(RNAm) realizamos a técnica de PCR quantitativo em tempo real, que é um método
baseado no acumulo do produto da PCR monitorado pela fluorescéncia emitida pelo
corante SYBR Green (Thermo Fisher Scientific, USA) que exibe uma alta fluorescéncia
guando se liga a dupla fita de DNA. A fluorescéncia durante cada ciclo foi analisada
quantitativamente através do QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, USA). A quantidade relativa de RNAmM de cada amostra foi estimada
usando-se um padréo de referéncia calculado a partir do Grupo Controle como a média
do niimero de ciclos determinados pelo threshold de todas as amostras. (138.139)

A sequéncia de todos os primers utilizados para os genes-alvo deste
estudo encontram-se no quadro 2. Os primers foram desenhados utilizando o software
Primer3(49 (Whitehead Institute for Biomedical Research, USA) seguidos de checagem
no BLAST (National Library of Medicine, USA) e entdo foram adquiridos através da
empresa Thermo Fisher Scientific (USA). Os resultados quantificados para o0s
experimentos de cada grupo foram corrigidos pela expressdo do controle endégeno
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Para cada amostra, os valores de cycle

threshold (Ct) dos genes-alvo foram normalizados e o valor usado para demonstrar a
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expressdo relativa dos genes-alvo foi calculado utilizando a formula 2-244Ct(141) e foram

expressos em unidades arbitrarias.

Quadro 2. Sequéncia de primers

Nome Sequéncia* Nome Sequéncia*
F: AATCCCATCACCATCTTCCA F: TCCTTTCTCAAAGGGACAGC
GAPDH ARG-1
R: TGGACTCCACGACGTACTCA R: AATACTGTAGGGCCTTCTTCCA
NE F: TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT . F: CCAGTGACACAGGATGACCTT
-0
R: ATCACTCCAAAGTGCAGCAG R: ATTCTGCTGCTTGCTGAGGT
F: CGACTACTACGCCAAGGAGGT F: CCGAGGAGAGGAAGACACAC
TGF-B GAL-9
R: GATTTCGTTGTGGGTTTCCA R: CAGGAAGCAGAGGTCAAAGG
F: GAGCTCGCCAGTGAAATGAT PD-L1 F: CATGACCTACTGGCATTTGCT
IL-1B
R: GGCCATCAGCTTCAAAGAAC  (CD274) R: CCTTGGGAACCGTGACAGTA
Lo F: GGCTGAAAAAGATGGATGCT CD122 F: GGACTTCAAGCCCTTTGAGA
R: TTTCACCAGGCAAGTCTCCT (IL2RB) R: GTGGACAACTTGGAGGGAGA
F: GCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT F: AGGCTGGCTGTGCTTTTCT
IL-8 CD68
R: TGTGGTCCACTCTCAATCACTC R: TTTTTGTGAGGACAGTCATTCC
F: CTGGGGGAGAACCTGAAGA F: GGGCAGTGAAAGCTTATGGA
L10 CD206
R: GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC (MRC1) R: TCTGGTAGGAAACGCTGGTC
F: CCATTCTGATTTGCTGCCTTA F: GCTAGAGACCGAGTGTCCTCA
CXCL10 S100A8
(IP-10)  R: TGATGCAGGTACAGCGTACAG R: AGACGTCTGCACCCTTTTTC
F: CCCTCCTTGTCCTCGTCTG F: AAMAGAGCTGGTGCGAAAAGA
CCL18 S100A9
R: CAACTTGTGCACAGGAGCAG R: GTCCAGGTCCTCCATGATGT
F: GTGGCGCTTCAAGCAACT
CCL22

R: ACGCTGTCTTCCATGTTGG

* Primers foram especificados no sentido 5' para 3'. F- forward primer (left primer); R- reverse primer (right
primer); GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TGF-@3: fator
de transformacédo do crescimento beta; IL-1B: interleucina 1 beta; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8;
IL-10: interleucina 10; CXCL10: C-X-C motif chemokine ligand 10, também conhecido como proteina
induzivel por interferon-gama (IP-10); CCL18: C-C motif chemokine ligand 18; CCL220: C-C motif
chemokine ligand 22; ARG-1: arginase 1; NOS2: éxido nitrico sintase 2; GAL-9: galectina 9; PD-L1
(CD122): proteina de morte celular programada 1; CD122 (IL2RB): subunidade beta do receptor de
interleucina 2; CDG68: cluster de diferenciacdo 68; CD206 (MRC1): receptor de manose C-tipo 1; S100A8:
proteina A8 de ligagéo ao célcio S100; S100A9: proteina A9 de ligacéo ao célcio S100.
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2.9 Dosagem de citocinas e quimiocinas produzidas pelas células leucémicas

Foi utilizado o kit LEGENDplex Human Macrophage/Microglia Panel
13-plex (BioLegend, USA) para quantificacdo de mudultiplos alvos de citocinas
simultaneamente em SNs de cultura.

Ao término do protocolo de diferenciacdo, as células foram
centrifugadas em 300rcf por 5min a TA, entdo o SN de cultura foi recolhido e armazenado
em freezer -80°C. No dia da dosagem das citocinas, o SN foi centrifugado por 10min em
1000rcf a 4°C. Adicionou-se 25uL de cada SN na placa 96-wells fundo U juntamente com
25uL de tampao (Assay Buffer do kit) e 25uL de beads. A placa com as amostras foi
alocada no shaker a 800rpm durante 2h e TA. Em seguida, a mesma foi centrifugada por
250rcf durante 5min a 4°C, o SN foi descartado e os poc¢os foram lavados com 200uL de
tampao de lavagem (Wash Buffer do kit), entdo centrifugou-se novamente por 250rcf
durante 5min. O SN foi descartado e adicionamos 25uL de anticorpo de deteccao
(biotinilado), colocamos a placa no agitador a 800rpm por 1h em TA. Sem lavar,
adicionou-se 25uL de estreptavidina conjugada com ficoeritrina (SA-PE), e incubou-se
por 30min em TA no agitador a 800rpm. Apdés esta incubagédo lavamos 0s po¢os com
200uL de tampao de lavagem e centrifugamos por 5min a 250rcf, descartamos o SN,
adicionamos 200uL de tampdo de lavagem e a placa foi lida no equipamento BD
FACSCalibur™ (Becton, Dickinson and Company, USA). Todo o protocolo foi realizado
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os dados foram analisados com o
software da empresa fabricante do kit (LEGENDplex™ — Data Analysis Software;

BioLegend, USA) e os resultados foram expressos em concentracao pg/mL.

2.10 Ensaio de proliferacdo de linfécitos

2.10.1 Preparo e marcacao das amostras para ensaio de proliferacao

Apoés a obtencdo das PBMC do sangue periférico de um doador
saudavel (descrito no item 2.3), o preparo das Dynabeads® Human T-Activator
CD3/CD28 (Thermo Fisher Scientific, USA), e os volumes a serem utilizados seguiram

as instrucdes do fabricante. Foi utilizada a proporcao de 1:1 beads:células.
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Apos preparacao das Dynabeads, foi realizada a marcacdo do PBMC
com CFSE (CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit - Thermo Fischer Scientific, USA) na
proporcdo de 5mM de CFSE para cada 1x10° células de PBMC diluidas em PBS,
seguindo as instru¢cdes do fabricante. A solucdo PBMC-PBS-CFSE foi incubada a 37°C
em banho-maria por 15 minutos no escuro. Apds o tempo de incubacao, as células foram
lavadas e ressuspendidas em meio de cultura RPMI suplementado com SBF 10%, L-
glutamina 1mM e antibi6ticos penicilina/estreptomicina e garamicina, seguindo protocolo
de ensaio de proliferacéo de linfocitos.

2.10.2 Ensaio de proliferacao

As células previamente marcadas com CFSE foram plaqueadas 1x10°
células/po¢co em uma placa de 96 pogcos com 150uL do volume parcial, considerando IL2
(30U/mL), Dynabeads CD3/CD28 em 1:1 proporcéo (beads por célula) e meio de cultura
suplementado, e entdo incubados em estufa por 20min. Apos o periodo de incubacéo,
0s SNs de interesse foram adicionados, completando o volume total do poco para 200pL.
Usamos sempre as seguintes proporgdes: SN 25% do volume total, ou seja, 50uL de
meio de cultura suplementado para condicao controle, 50uL de SN de células THP1-WT
e 50uL de SN THP1-MDSC-like. O restante do volume do poco consiste em meio com
PBMC marcado com CFSE e com as Dynabeads CD3/CD28. A proliferacéo foi avaliada
pela analise CFSE por citometria de fluxo no citbmetro BD LSRFortessa™ X-20 cell
analyzer (Becton, Dickinson and Company, USA) no dia 0 e ap6s 5 dias de cultura de

acordo com as instrucdes do fabricante.

2.11 Ensaio de killing células leucémicas versus NK

Células leucémicas foram cocultivadas com células NK CD56*
provenientes da separacao por beads na proporgcéo 2 células NK para cada 1 célula
leucémica por 16 horas, na presenca ou ndao do SN de células THP1-MDSC-like.
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2.11.1 Avaliacao da apoptose

A avaliacdo da apoptose foi realizada utilizando-se o kit Annexin
V/Dead Cell Apoptosis (Thermo Fisher Scientific, USA). Ap6s o periodo de incubacéo do
experimento, as células foram lavadas em PBS gelado, centrifugadas a 300rcf durante
5min. O SN foi descartado e as células foram ressuspendidas em 100uL de tampéao [1X]
de anexina fornecido no kit (Annexin Biding Buffer). ApGs essa etapa, foram adicionados
5uL de anexina V/Alexa Fluor 488 para cada 100uL de suspensdo de células. As
amostras foram incubadas protegidas da luz durante 15min, em seguida foram
adicionados 400uL de tampao de anexina e homogeneizou-se as amostras gentilmente.
As amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando o citbmetro de fluxo
Attune™ NXT (Life Technologies — Thermo Fisher Scientific, USA). Apds estratégia de
gating em todas as células leucémicas, excluindo células NK em FSC-A por SSC-A, com
posterior gate para exclusdo de dublets em FSC-A por FSC-H, foi realizado um gate no
histograma de acordo com a marcacédo realizada para anexina V para selecionar a

populacao positiva para anexina V. Os resultados foram expressos em % de anexina V*.

2.12 Anélise estatistica

Os dados foram descritos por meio de medidas de tendéncia central
e dispersao, e foi estabelecido um erro 0=5%, ou seja, os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Para comparacdo entre 2 grupos
realizamos teste t de Student, e quando foram 3 grupos ou mais, foi utilizada analise de
variancia (ANOVA) para a comparacdo das médias entre 0s grupos e o teste de
comparacdes multiplas de Tukey para comparar todos os grupos entre si utilizando o

software GraphPad Prism 6.0°%.
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3 RESULTADOS

3.1 Protocolo de diferenciagéo
Para alcancar um perfil de células mieloides supressoras a partir do

precursor THP1, foram testadas diferentes combinacdes de dose de citocinas, tempo de

incubacéo e quantidade de células.

Quadro 3. Resumo da fase de padronizacéo do protocolo de diferenciacdo

Densidade
Celular G-CSF IL-4 Tempo de Tamanho Resultados observados
THP1 [ng/mL] [ng/mL] estimulo da Placa
[células/mL]
. Muitas células mortas no 3° dia.
6
ol — A e S elEs 2 e Interrupgdo do teste no 3° dia.
. Muitas células mortas no 3° dia.
6
1x10 200 40 3 + 3 dias 24 pogos Interrupcéo do teste no 3° dia.
Viabilidade celular baixa no 3° dia
nas placas de 24 pocos. Tentou-se
5y105 100 20 3 + 2 dias 12e 24 cengnfuga}r para mant_er em cultura
pocos SO as células viaveis mas elas
apresentaram viabilidade ainda
baixa ao final de 5 dias
Viabilidade celular muito baixa no
o A
55105 200 40 3+ 2 dias 12e24 3° dia nas pIaca~s de 12 e de 240
po¢os pocos. Interrupgéo do teste no 3
dia.

Observamos que ao centrifugar
completamente as células no 3° dia
e trocar o meio de cultura em sua
totalidade sem adicionar mais
5x10° 100 20 3 + 3 dias 12 pocos estimulos e mantendo em cultura
por mais 3 dias, 0 processo de
diferenciagéo era interrompido e
afetavamos também a viabilidade
destas células.
Com realizacdo de um repique no
3° dia de forma que as células nédo
sao centrifugadas, mas apenas o
volume de meio com as células em
diferenciacao é dividido em 2
pocos, adicionando entdo a este
. poco agora com aproximadamente
5x10° 100 20 3 +4dias 12 pocos 500uL mais 500uLmeio de cultura
suplementado para completar o
volume total de 1mL de meio sem
adicao de mais estimulos
apresentou resultados satisfatérios
de viabilidade e de
imunofenotipagem.
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Apoés os testes acima relatados para padronizacdo em relacédo a
quantidade de células THP1 utilizadas no plagueamento, concentracédo de G-CSF e IL-
4, e tempo de incubagédo, o protocolo final (Figura 6) desenvolvido e padronizado
contempla o plagueamento de 5x10° células THP1 por poco (placas de 12 pocos), a
estimulacao por 3 dias com G-CSF (100ng/mL) e IL-4 (20ng/mL) em um volume total de
1mL meio de cultura, seguida de repique e cultivo por 4 dias adicionais (nos 500uL de
meio “consumido” com as ceélulas, foram adicionados mais 500ul meio RPMI
suplementado com SBF e Antibidtico, mas sem adi¢cao de mais estimulos para evitar que
a alta confluéncia de células leve a privacao de nutrientes) Apés este periodo, as células

foram recuperadas e analisadas.

Células THP1 > Estimulo 3 Repique > Analises
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Elaborada com a ferramenta BioRender. Available from: https://biorender.com/
Figura 6. Protocolo padronizado da diferenciagdo das células THP1 em células supressoras
mieloides

3.2 Imunofenotipagem das células THP1 estimuladas e ndo estimuladas

Observou-se que as células THP1-MDSC-like apresentaram
expressao significativamente aumentada dos marcadores de superficie CD11b, CD33,
CD14 e CD45 (Figura 7A). As células THP1-WT e as células THP1-MDSC-like
apresentaram perfil semelhante de expressédo dos marcadores CD15, CD34, CD11c e
HLA-ABC (Figura 7B). Os marcadores de superficie Linl, CD56, CD66b, CD117, HLA-
DR, CD206, CD163, CD80, CD56 e CD274, nao foram expressos nas populacdes, estdo

representados na figura 7C.
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Figura 7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Plnso Marcado | THP1-wT [ THP1-MDSC-like

A: marcadores de superficie que apresentaram aumento de expressao representados pelos histogramas
na primeira linha e abaixo os graficos em mean fluorescent intensity (MFI). B: marcadores de superficie
gue ndo apresentaram alteracdo na expressao. C: histogramas dos marcadores de superficie que nédo
foram expressos em ambos os grupos. Histogramas: THP1 ndo marcadas/controle negativo (azul), THP1-
WT (verde) e THP1-MDSC like (vermelho). Graficos de MFI: Células THP1 nao tratadas (THP1-WT:
branca) e células THP1 estimuladas para diferenciacdo (THP1-MDSC like: preto). Este experimento é
representativo de cinco experimentos independentes e com trés réplicas biolégicas (n=3) para cada grupo;
Teste estatistico: Teste t de Student.
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Em nossa abordagem para avaliacio dos marcadores
imunofenotipicos procuramos contemplar todos os marcadores que a literatura aponta
estarem relacionados ao perfil de células MDSC, bem como das préprias THP1 e
podemos observar de forma comparativa no quadro 4 abaixo que nossas THP1-MDSC-
like apresentam perfil compativel com a literatura. Adicionalmente, avaliamos outros
marcadores de superficie para nos certificar que a diferenciacédo ndo se desviou para um
perfil macrofagico do tipo M1 (CD80 e HLA-DR), ou M2 (CD163 e CD206), ou até mesmo
um perfil de células dendriticas (CD11c e HLA-DR).

Quadro 4. Caracterizacdo das células supressoras de linhagem mieloide de acordo com a literatura

At ; ; THP1-
F MD |
Marcadores enotipo das SC descrito na literatura MDSC-like oL Referénci
de superficie ~ MO-MDSC ~ PMN-MDSC  i-MDSCou o~ versus THP1- ererencias
ou M-MDSC ou G-MDSC e-MDSC WT

(6,7,16,17,35,43,142-
CD11b *) *) *) (+)  (+)aumentadas @ -
CD11c (-) inalteradas
CD14 (+) ) (+) aumentadas o (6.7,16,17,35,142-147)
CD15 () *) (+) inalteradas @)  (©7:1735.142:147)
CD16 “) () ()negativas @ (148,149)

(6,7,13,16,17,35,43,142,
CD33 (+) (+) ou high (+) (+)  (+) aumentadas 0 144,146)
CD34 +) (+) inalteradas @ @)
CD45 +) ) (+) aumentadas (2 (35)
CD56 () ()negativas @ am
CD66b +) (-) negativas 0 (16,35,143-145)
CD80 (-) negativas
CD117 (+) (-) negativas 0 @5
CD163 (-) negativas
CD206 (-) negativas
CD274 (-) negativas

(6,7,16,17,35,43,142-
HLA-DR (-) ou low (-) ou low ) (-) negativas o 147)
HLA-ABC (+) inalteradas
Linl ) @) ¢) (-) negativas ° (7,16,35,145,146)

CL: comparagdo com a literatura; (+) aumentadas representam os marcadores que tiveram sua expressao
aumentada nas THP1-MDSC-like em comparacdo com THP-1WT (-) inalteradas representam os marcadores
que mantiveram suas expressbes em THP1-MDSC-like em comparacdo com THP-1WT; (-) negativos
representam os marcadores que foram negativos para ambas THP-1WT e THP1-MDSC-like; simbolo em verde
gue apresenta um sinal de certo (v) representa os marcadores encontrados corroborando a literatura; simbolo
em vermelho que apresentam um sinal de errado (x) representa os marcadores encontrados discrepando da
literatura; e os simbolos em amarelo que apresentam um sinal de exclamacéao (!) representam os marcadores
que ndo foram descritos na literatura com relagdo a imunofenotipagem de MDSC.
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3.3 Selecao da populacdo THP1-MDSC-like (sorting)

Além dos marcadores proteicos de superficie, a literatura descreve
uma serie de genes relacionados ao perfi MDSC, e sua funcionalidade
imunorreguladora, além destes, levamos em consideracdo também, alguns genes
relacionados a outros perfis celulares como o perfil macrofagico e o dendritico. Para
realizarmos tal avaliacdo da expressdo génica das células submetidas ao nosso
protocolo de diferenciacédo, realizamos antes uma purificacdo dessa populacédo através
da selecao por citometria de fluxo (sorting).

A partir destes dados de imunofenotipagem, deu-se seguimento ao
processamento das células para sorting por citometria a fim de purificar as células que
apresentaram um fendétipo semelhante ao das MDSC descrito na literatura. Para o
sorting, foi considerado como THP1-MDSC-like a populacdo de células negativas para
CD16 e Linl e positivas pra CD11b e CD33, uma vez que estes marcadores refletem a
populacdo de interesse (Figura 8). Foram coletadas duas populacfes de células, as que
foram CD11b*CD33*CD16Linl" chamadas de THP1-MDSC-like que representam a
populacao que apresentaram diferenca em seus marcadores de forma consistente com
0 que ha descrito na literatura para as células MDSC. Utilizando essa estratégia de
selecdo, obtivemos um rendimento médio de aproximadamente 20% de células THP1
com imunofenotipagem semelhante as MDSC e com um grau de pureza de 95%. E as
células CD11b”°"CD33"°"CD16Linl- chamadas de THP1-CT-n como controle de
células THP1 que foram estimuladas, porém nao se diferenciaram em um fendétipo de
MDSC (Figura 8).
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Células Morfologicamente Viaveis Exclusao de Doublets Gate CD16 e Linl

Lin1-CD16-
10 431

o 3 il
Single Cells E
99,3 10?3

CO16 (BV421)

3 3 4
0 S0K 100K 180K 200K 250K 0 S0K 100K 150K 200K 250K 10 0 0 0 10
FSC-A S5C-H Lin1 (FITC)

Gate CD33* e CD11b*

CD33+CD11h+
170

CD33+CO11h+
148

CD11b (PCH)
CD110 (PCH)

3 3 4 5 3 3 4 -3
-10 o 10 10 10 -10 0 10 10 10
CD33(BVT11) CD33 (BV711)

THP1-WT THP1-MDSC-like

Selecao das células vivas seguida de exclusdo de dublets, aplicacdo de gate nas células duplo
negativas para CD16 (BV421) e LIN1 (FITC) e selecéo da populagéo duplo positivo pra CD33
(BV711) e CD11b (PC5). Este experimento € representativo de trés experimentos

independentes.
Figura 8. Estratégia de sorting utilizada para selecionar as células THP1-MDSC-like

Estas duas populacdes purificadas foram em seguida colocadas no
Trizol para extracdo de RNA e posterior construcdo de cDNA e amplificacdo em RT-

gPCR para avaliacdo da expresséao génica.

3.4 Avaliacéo da expressao génica das populacdes purificadas

Em relagc&o aos genes relacionados ao perfil de MDSC, as células
THP1-MDSC-like sorteadas apresentaram um aumento significativo na expressao
génica de ARG-1, enquanto a NOS2 permaneceu inalterada e a S100A8 e S100A9 foram
diminuidas em comparagao com as células THP1-nCT (Figura 9A).

Analisamos a expressdo génica de citocinas e quimiocinas mais
comumente relacionadas ao perfil mieloide supressor, observamos aumento na
expressédo de IL-6, IL-10 e CCL18 nas células THP1-MDSC-like enquanto a expressao
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de IL-1 beta e IL-8 foram diminuidas nas mesmas. N&do foram observadas diferencas
entre THP1-nCT e THP1-MDSC-like quanto a expressdo génica de TGF-B, TNF-q,
CXCL10 e CCL22 (Figura 9B).

Adicionalmente, avaliamos a expressao de trés importantes genes
imunomoduladores e observamos um aumento na expressao génica de PD-L1 e CD122
nas células THP1-MDSC-like, enquanto a expresséo génica de galectina 9 (GAL-9) ndo
alterou em relagcédo a THP1-nCT (Figura 9C).

Novamente nos preocupamos com a possibilidade de desvio da
diferenciacéo das células THP1 do perfil mieloide supressor para o perfil macrofagico e
pudemos observar que ndo houve alteracdo na expressdo génica de CD68 e CD206
(Figura 9D).
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A: marcadores funcionais das MDSC. B: citocinas e quimiocinas imunoreguladoras. C: genes
imunomoduladores D: marcadores de macréfagos M1 e M2. Gréficos: colunas brancas representam as
células THP1 sorteadas que ndo foram positivas para CD11b e CD33 (THP1-CT-negativo) e as colunas
pretas representam as células THP1 sorteadas que foram positivas para CD11b e CD33 (THP1-MDSC-
like). Este experimento é representativo de trés experimentos independentes e com duas réplicas
biolégicas (n=2) para cada grupo; Teste estatistico: Teste t de Student.
Figura 9. Expressédo génica das células THP1-nCT e THP1-MDSC-like apés o sorting

Estes resultados de expressao génica corroboram nossos achados

imunofenotipicos que em conjunto confirmam o sucesso do nosso protocolo de

diferenciacao.
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3.5 Avaliacéo da secrecédo de citocinas e quimiocinas imunrregularérias

A literatura descreve que MDSC funcionais secretam citocinas e
quimiocinas para imunorregular o microambiente, sendo assim, investigamos tal
capacidade em nossas células diferenciadas.

As células secretam citocinas para o SN de cultura celular e através
da dosagem deste SN observamos um aumento na secrecdo de TNF-a, IFN-y, TARC,
IL-1b, IL-10, IL-23, IL-1Ra e IL-12p40 pelas células THP1-MDSC-like, como demostrado
na figura 8. E ndo houve diferenca entre as células THP1-WT e as THP1-MDSC-like na
secrecdo de ARG, IL-6, IL-12p70 e IP-10 (Figura 10).
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Células THP1 nao estimuladas (THP1-WT: preto) e células THP1 estimuladas para diferenciacéo (THP1-
MDSC-like: branco). Este experimento € representativo de trés experimentos independentes e com duas
repeticdes biolégicas (n=2) para cada grupo; Teste estatistico: Teste t de Student; nd= n&do detectado.
Figura 10. Citocinas e quimiocinas imunoregulatorias detectadas no sobrenadante de cultura celular apés
protocolo de diferenciacdo

3.6 Avaliacéo do efeito do SN de THP1-MDSC-like sob a proliferacdo de linfécitos

Através de mecanismos paracrinos as MDSC sdo capazes de
modular a proliferacao linfocitaria no TME. Para avaliar a capacidade de nossas MDSC
em exercer tal papel nos realizamos ensaios de proliferacdo linfocitaria na presenca ou
nao de SN da cultura de nossas THP1-MDSC-like. Como podemos observar na figura

11, de fato nossas THP1-MDSC-like secretam fatores solUveis capazes de inibir a
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proliferacdo de linfocitos estimulados pelo complexo CD3/CD28 o que reafirma o

comportamento imunossupressor das células derivadas do nosso protocolo.

A B
Proliferacao de Linfécitos
100 =1 D Controle negativo
q D Meio controle 100- *%
1 DSabrenadante THP1-WT 1
| [ sobrenadante THP1-MDSC-like
80 7 804 —
@ ]
= 4
= 1 w g0
2 60 ] i
= ] Q
= * 40
£
£ 407
[=] 204
=z
20 0- T
] & R ¥
J o(\ Q\Q ‘-’0
0 < A \‘9
0 1 3 4 9 QN
10 10 10 10 10 S
CFSE "9%

A: cocultura de células NK versus HL60. B: cocultura de células NK versus THP1. Graficos das
populagBes, com os histogramas abaixo representando a populacdo de células positivas para
anexina V (Alexa Fluor 488) com grafico representativo da porcentagem de killing. Este experimento
€ representativo de dois experimentos independentes e com quatro réplicas bioldgicas cada (n=4)
para os grupos SN-WT e SN MDSC-like e trés réplicas biol6gicas (n=3) para o grupo controle; Teste
estatistico: One-Way ANOVA e teste de compara¢Bes mdultiplas de Tukey; ** p<0,05. SN =
sobrenadante.

Figura 11. Ensaio de proliferac¢éo linfocitaria

3.7 Avaliacéo do efeito do do SN de THP1-MDSC-like sob as células NK e células
leucémicas (ensaio do killing)

Finalmente, espera-se que MDSC funcionais sejam capazes de
modular negativamente o killing executado por células NK. Especialmente no contexto
de nosso projeto, no qual NK sdo células efetoras importantes na eliminagéo de células
leucémicas e tem também relacbes com as células MDSC no contexto da LMA. Para
completar essa descricao funcional dessas MDSC derivadas do nosso protocolo de
diferenciacao, investigamos a capacidade das THP1-MDSC-like em inibir o killing das
células NK.

As células NK foram obtidas através do isolamento das células PBMC
como descrito no item 2.3 da metodologia. O PBMC sao as células mononucleares do
sangue periférico, onde estdo os linfocitos e mondcitos. Através da marcacdo com

anticorpo anti-CD56, um marcador especifico de células NK, foi possivel separar estas
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células através do cell sorting. Apos purificacdo, as células NK CD56™ (que apresentaram
um grau de pureza de 99%) foram colocadas em cultura para o experimento de killing.

Células leucémicas imortalizadas THP1 foram cocultivadas com
células NK CD56* na propor¢cdo de 2 NK para 1 THP1 e mantidas em condi¢cbes
apropriadas em cultura. A taxa de apoptose das células leucémicas foi avaliada apés
16h de cocultura, através da exposicao de fosfatidil serina por anexina V+, analisada por
citometria de fluxo. Estas mesmas padroniza¢gées foram mantidas no experimento de
killing de células NK com células leucémicas HL60, que sdo um outro tipo de linhagem
leucémica (leucemia promielocitica aguda), a fim de averiguar o efeito do SN de THP1-
MDSC-like sobre outro tipo de leucemia além da THP1 (leucemia mielomonocitica
aguda).

As células NK foram capazes de induzir a apoptose das células THP1
e HL60, porém na presenca do SN de THP1-MDSC-like a apoptose induzida pelas

células NK foi significativa e consistentemente reduzida conforme mostrado na figura 12.



44

**
A 2,08 ] D N30 marcado 30~ * % I 1
E [Crresws I ]
[Jrrerwrsne -
15K D THELWT2SN ==
v\ [Jrrerwrencesn ": 204
, J >
| o : | T
3 1ok 5 -
o 104
] Annexiny'+ "‘::
500
0 T T
o A l P\:xé xéb x‘@?‘\ -{-’éé
. h
100 10" 10?10 10t 10®1ef ,\Qg \;&é N;é‘ N
AnnexinViAF 6471 «Qg ,ng ,\:ti‘
&
B : DNED marcado 80 * %
1 [CJmeawr 7 ! **;*
1.5k ™ DTHP:[‘-'.'T+NK 704 *kkk 1
] [Jrreawrssn § 604 I J Kk dek
[Jmzawsniesn -
< 50
E 10Kk
| © .
§ i } nexiny'+ £ 40
! o 304
c
500 < 204
1 104
0 T
o - atd 1 ey - ———r - v .Gx{‘ x,alk" xfoe xc;é
0 10 10 10 10 LU [+] o \‘é 9‘\ xét_
AnnexinV(FITe) s 4‘3\ «,38\ &
~ le\
«
* kK
C 20k ] DNEO marcado 80 EE | 1
[[Hwe0 70 f 1
o [J Hiso+nK _ 1
] [JHis0+sn £ 60
] HLs0eNKsSM Y 50
= ] =
§ 10 / E 40 4
nexiny+
00 = < 20+
10
. ’ \ 0-
. s S e N & NN
100 101 10" 102 104 105 106 Q‘\S) QIQ Qx% 4;'(6
. _ o ° »
AnnexinViFITC) Qb" Q‘V 'be
\b\f

A: histogramas representando a porcentagem de anexina V positiva (esquerda) e grafico com a porcentagem
média de anexina V positiva em células THP1 entre os grupos do experimento | com NK do doador a (direita);
B: histogramas (esquerda) e grafico (direita) da anexina V positiva em células THP1 do experimento Il com NK
do doador 3; C: histogramas (esquerda) e grafico (direita) de anexina V positiva em células HL60 do experimento
Il com NK do doador 3. Histogramas (esquerda): cinza: ndo marcados (controle negativo); laranja: controle
THP1-WT; vermelho: THP1-WT com células NK; azul: THP1-WT com sobrenadante de células THP1-MDSC-
like; verde: THP1-WT com sobrenadante de células THP1-MDSC-like e com células NK. Graficos (direita):
barras brancas: controle THP1-WT; barras pretas: THP1-WT com células NK; barras cinza claras: THP1-WT
com sobrenadante de células THP1-MDSC-like; barras cinza escuras: THP1-WT com sobrenadante de células
THP1-MDSC-like e com células NK. Cada experimento independente foi realizado com trés réplicas bioldgicas
(n=3) para cada grupo. Teste estatistico: One-Way ANOVA e teste de compara¢des multiplas de Tukey. SN:
sobrenadante.

Figura 12. Ensaio de killing com células NK versus células leucémicas
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Estes dados funcionais em conjunto (dosagem de citocinas no SN,
ensaio de proliferacéo linfocitaria e ensaio de killing com células NK) indicam mais uma
vez 0 sucesso do nosso protocolo de diferenciacdo em gerar células THP1-MDSC-like
capazes de desenvolver suas atividades supressoras.

No quadro 5 apresentamos um resumo de todos os dados obtidos

neste estudo em comparacdo com a literatura.



Quadro 5. Resumo dos marcadores fenotipicos e funcionais das MDSC na literatura comparados com os obtidos nesse estudo
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Fendtipo

Expressao c.;énica detectada

Marcadores funcionais

Referéncias

CD11b*, CD14*, CD15

ARG1, NOS2, NO, S100A8/9,

Proteinas expressas: S100A9+, Arg-1,

CD117+, HLA-DRr,
Lin1-

M-MDSC ,CD33*, HLADR/ | PGE2, IL-4R (CD124), TGFB. INOS, IL10, gl P EERE
CD11b", CD14,
CD15*, CD33Mi"*, Proteinas expressas: S100A9+, Arg-1,
PMN-MDSC | a5+ cDeebr, HLA- | ARGL S100A8/9, NOS2, ROS. | " phg 'ccRr2, CXCRA, IL-10, TGF-B,
DRow, Lin1-
CD11b*, CD16,
MDSC CD33*, CD45*,

Dados descritos na literatura

MDSC (geral)

CD11b*, CD16,
CD33*, CD34*, CDA40,
CD56-, CD80, HLA-
DR-/lOW

S100A8, S100A9, VEGF, PD-L1,
TGF-B, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-10,
ARG1, IDO.

Inibicéo da proliferacéo de células T;
ensaios de liberacéo de citocinas;
avaliacdo da atividade de Arg-1, IDO,
NOS2; aumento de ROS, nitragéo/
nitrosilacéo; expresséo de inibidores
checkpoint; e indugdo de células T
regulat()rias.

(2,6,7,10,12,13,15-18,35,43,142-150)

CD11bM, CD11c'"ov,

Aumento na expressao de: ARG-

Citocinas no SN: secrecdo aumentada

2 o CD14*, CD15™, CD16' | 1,IL-6, IL-10 e CCL18, PD-L1, | 9& TNF-a, IFN-y, TARG, IL-1B, IL-10,
T T i ~ IL-23, IL-1Ra e IL-12p40; secrecdo
S 3 , CD33M", CD34, CD122. Expresséao basal ou basal de arginase. IL-6. IL-12p70 e IP-
@ 3 | THPL-MDSC- | CDA5" CDS56", CD66b | inalterada de: TGF-B, TNF-a, gnase, ;P
2 9 like , CD8O’, CD1L7, | CXCL10, €CL22, GAL-9, NOS2, |y 5 4 proliferacéio de linfécitos
S 3 CD163-, CD206, CD68 e CD206. Diminuicio da ¢ P ¢
c @ i . ~ ) ativados por beads CD3/CD28.
o< CD274, HLA-DR;, expresséo de: IL1-B, IL-8, Inibicdo da atividade citotéxica de
Linl- S100A8 e S100A9. & p
células NK.
Comparacao* 6 é

*Comparacgdo geral dos achados do presente estudo com a literatura; SN: sobrenadante.
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4 DISCUSSAO

Nosso trabalho tem um potencial importante de contribuicdo para a
ciéncia, por se tratar de uma solugcéo para as principais dificuldades do estudo das
MDSC, sendo elas a dificuldade de selecéo, isolamento, expansdo e manutencdo em
cultura destas células, além da complicada caracterizacéo fenotipica e funcional. A partir
deste protocolo desenvolvido por nos acreditamos que essas células possam ser
utilizadas e aplicadas em diferentes campos de estudo in vitro e in vivo de diversas
patologias desde os variados tipos de tumores sdlidos, neoplasias hematologicas,
doencas infecciosas, inflamatérias e doencas autoimunes.

A caracterizacdo dos subtipos de MDSC em diferentes doencas,
modelos e espécies (estas células foram descritas em camundongos, seres humanos e
primatas) gerou uma quantidade consideravel de dados sobre marcadores para seu
isolamento, caracterizacdo e métodos para estudar sua funcédo, bem como sobre como
distinguir subconjuntos patolégicos de MDSC de outras células mieloides. Infelizmente,
devido as diferencas na sele¢do de marcadores e modelos, as informacdes disponiveis
na literatura, mesmo dentro de uma espécie, sdo altamente heterogéneas e
frequentemente observagées conflitantes sdo relatadas.(12159) Apesar de sua relevancia,
surpreendentemente pouca atencédo tem sido dada ao desenvolvimento cuidadoso de
metodologias de caracterizacdo, isolamento e padronizacdo de testes funcionais para
MDSC.®2 Um levantamento de literatura feita por Bruger et al.159 revelou que a maioria
dos estudos publicados em modelos de camundongos e humanos empregou ensaios
funcionais para caracterizar MDSC de forma selecionada de acordo com 0s respectivos
cenarios experimentais. No entanto, ainda encontra-se artigos sendo publicados que
usam o termo MDSC sem relatar a caracterizacao funcional dessas células. (50

Quando se trata de isolar as MDSC a partir de tecidos, estabelecer
protocolos robustos de desagregacdo que sdo reprodutiveis entre laboratérios é
desafiador, uma vez que as MDSC tém sido isoladas de diversos tecidos e diferentes
modelos de doencas, o método de isolamento muitas vezes dependendo do tipo de
tecido. O baco é processado principalmente por interrup¢cdo mecéanica, enquanto o tecido
pulmonar e, muitas vezes, tumores solidos sdo geralmente submetidos a digestao
enzimatica baseada em enzimas.1®® A maioria dos protocolos depende do uso de

colagenase, que esta disponivel em muitos formatos diferentes, exibindo atividades de
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substrato altamente variaveis. Alguns produtos, no entanto, oferecem misturas
padronizadas de colagenase purificadas com pouca variacao de lote e niveis reduzidos
de endotoxinas. Qualquer alteracdo nessa etapa pode impactar diretamente a eficiéncia
do protocolo de isolamento e caracterizacdo das MDSC.1? A digestdo tecidual pode
afetar a viabilidade das células e, além disso, pode modular os epitopos da superficie.
Além disso, tais procedimentos podem ativar células mieloides, por exemplo, a regulacéo
de enzimas no caso de alarmes ou sinais moleculares associados ao patégeno estarem
presentes, particularmente no tempo de processamento estendido. Tais fatores podem
afetar o fenotipo, bem como as caracteristicas funcionais das MDSC murinas e
humanas. %)

A busca por protocolos de diferenciacdo de MDSC para diferentes
aplicacfes ja ocorre desde 2005 quando estas células comecaram a ser descritas na
literatura em modelos animais e em amostras de pacientes, mesmo sendo apenas em
2007 que o termo MDSC foi cunhado, a descricdo destas populacdes de células
supressoras ja emergia com a necessidade de estuda-las ex vivo, in vitro e in vivo.® A
fenotipagem e isolamento de MDSC é muito mais complexa e desafiadora em humanos
do que em camundongos. Em primeiro lugar, as amostras de pacientes sdo mais dificeis
de obter e, muitas vezes, fornecem apenas poucas células (menos de dez mil)
dificultando o desempenho dos ensaios fenotipicos e funcionais. Na maioria dos casos,
as MDSC séo isoladas do sangue periférico de pacientes com cancer. Raramente
amostras de ascites cancerosas, aspirados de MO ou esplendcitos sédo utilizadas para
obter MDSC e muito menos para geracao in vitro desta populacdo.®9 Estas células
passaram a ser mais estudadas a partir da obtencao de PBMC ap0és purificagao por ficoll
do sangue periférico de seres humanos, no entanto, cada autor utilizava um painel de
selecdo para estas células, o que dificulta a comparacdo entre estes estudos.
Inicialmente estas células foram identificadas em amostras de PBMC de pacientes com
carcinoma de células renais,5) outro estudo isolou estas células de bacos de
camundongos com tumores, em um modelo de sarcoma, %2 também foram identificadas
e isoladas de amostras de ascites, células esplénicas e MO de camundongos com
carcinoma ovariano.®3 Em 2012, Gabrilovich et al.(®) propuseram um painel com uma
definicdo fenotipica Gtil para separacgéo de diferentes populacdes mieloides, incluindo as
MDSC tanto em murinos como em seres humanos.® Importante destacar que 0s
estudos neste periodo ndo mantinham estas células em cultura, nem conseguiam obter

estas células em larga escala. Em 2016, Bronte et al.(") propuseram estratégias para
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caracterizar subpopulacdes definidas fenotipicamente como MDSC e determinar sua
atividade supressora em ensaios funcionais. Eles definiram PMN-MDSC como
CD11b*CD14HLA-DRCD15* e M-MDSC como CD11b*CD14*CD15 HLA-DR™ow,
Sendo que o CD15 pode ser substituido por CD66b. CD33 pode substituir o CD11b,
considerando que M-MDSC expressa altos niveis de CD33, enquanto PMN-MDSC sao
CD339m, E sugerem que o minimo de avaliacdo funcional a ser realizada é a investigacéo
da capacidade de suprimir a proliferacdo de células T ativadas.(”)

Cassetta et al.(1? relatam que as M-MDSC podem ser isoladas a partir
do sangue periférico de seres humanos, apds processamento deste mesmo para
separacdo de mondcitos através da elutriacdo, separacdo por beads magnéticas ou
centrifugagcéo gradiente e caracterizagdo. Entdo as M-MDSC que estdo presentes na
mesma fracdo de densidade que os mondcitos, mas diferem dos mondcitos por baixa ou
pela auséncia de expressdo HLA-DR caracterizam-se ainda como células negativas para
marcadores de linhagem de linfécitos com o seguinte fenétipo CD11b*(ou CD33) HLA-
DR™CD14*CD15". J4 as PMN-MDSC podem ser isoladas a partir da fracdo de neutrofilos
do sangue periférico. Os autores alertam que é necessario que o processamento de
isolamento seja feito dentro de 1 hora apds a coleta do sangue feita contendo
anticoagulante no tubo de coleta (EDTA ou citrato de sodio). Estas PMN-MDSC sao
caracterizadas como CD66b*CD15*CD147/9mCD339™HLA-DR™ e o gradiente de
densidade que € usado para separar componentes sanguineos inteiros € necessario
para distinguir PMN-MDSC de baixa densidade de neutrdfilos de alta densidade.®2.150)

No entanto, as praticas de isolamento mais descritas na literatura séo
menos uniformes e mais simplistas. Existem trés métodos basicos de isolamento: (1)
separacédo por beads magnéticas, (ll) enriquecimento por beads magnéticas seguido de
separacao por citometria de fluxo (cell sorting), e (lll) separacdo por citometria de fluxo
(cell sorting).*%9) A separacdo por beads magnéticas € o método menos complexo e é
usada em protocolos de uma ou duas etapas, focando apenas em um maximo de dois
marcadores, enquanto os métodos de isolamento da citometria de fluxo permitem uma
classificagdo multiparamétrica mais complexa. Os protocolos de isolamento por beads
magnéticas de passo unico sao favorecidos por estudos que usam MDSC derivado in
vitro e se concentram na selecdo positiva do CD33 ou no esgotamento do CD11b apds
geracgdo in vitro de PBMC ou MO por 4-7 dias.(148.154

O protocolo mais descrito na literatura, Solito et al.*% e Pinton et

al.48) para geracdo de MDSC derivadas da MO in vitro, consiste na coleta de aspirado
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de MO de individuos saudaveis, seguida de lise com uma solucéo hipoténica de amoénia
para remocao dos glébulos vermelhos, entdo estas células foram separadas por
citometria de fluxo (cell sorting) através da exclusédo de linfécitos CD3* e selecionadas
as células CD11b""/CD16", ou pela exclusdo de linfocitos pela separacdo com beads
para deplecdo de CD3*/CD19*/CD56*. Estas células foram plagueadas em placa de
cultura de tecido de 24 pocos na concentracdo de 2x10° em IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Medium) suplementado. As células foram cultivadas com 40ng/mL de G-CSF
e GM-CSF por 4 dias obtendo assim BM-MDSC. Apd6s 4 dias, BM-MDSCs foram
esgotados de células CD11b+ com beads magnéticas, a fim de isolar célulasCD11b'ow-
/CD16 (i-BM-MDSCs) e CD11b*/CD16* (m-BM-MDSCs).(148,149,155)

Este protocolo estabelecido e descrito por este grupo foi o Unico que
encontramos com descricdo ampla da metodologia,*® porém os préprios estudos do
grupo mostram uma variabilidade de rendimento de 10 a 70%.14% Em nosso trabalho,
nao ha etapa de coleta, isolamento e purificacdo de componentes celulares de amostra
de sangue ou aspirado de MO de pacientes, a metodologia de diferenciacdo é mais
simples, barata e possibilita aplicacdo em larga escala. Em relacdo as citocinas utilizadas
G-CSF e GM-CSF, usamos apenas o G-CSF em uma dosagem maior 100ng/mL
juntamente com 20ng/mL de IL-4. O tempo de incubacéao total do nosso protocolo € de 7
dias, o deles varia de 4 a 8 dias (Figura 6). Nosso rendimento é mais consistente, ficando
entre 15 e 20% (Figura 8), no entanto pelo ponto de partida se tratar de uma linhagem
imortalizada, € mais facil escalonar para maiores quantidades de células obtidas no final.
Nosso painel de caracterizacdo (Figura 7, Quadros 4 e 5) € maior que o utilizado por
Pinton et al.*4®) ou Solito et al.(14°)

Solito et al.(49) utilizaram um painel avaliando apenas a marcacao de
CD3, CD11b e CD16 em células Lin" e avaliou também a proliferacdo do PBMC com
CFSE. Ja Pinton et al.*4®) para andlise funcional destas células i-BM-MDSC, avaliou a
proliferacdo de linfocitos T ativados por CD3/CD28, a expressdo de p-STAT3 e a
expressdo de PD-L1, ARG-1 e IDO. Eles observaram que as i-BM-MDSC aumentam a
expressdo pSTAT3 e expressaram PD-L1, ARG-1 e IDO ap0s contato com linfécitos T
ativados. Observaram também que essas i-BM-MDSC diminuem a proliferacdo de
linfécitos T ativados e induz parcialmente a apoptose nestas células, mas que de forma
mais relevante que a apoptose, as células T ativadas que entraram em contato com as

i-BM-MDSC aumentam a expresséo de PD-1 e lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3)
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indicando exaustao dessas células. Por fim, sugerem que a imunossupressdao mediada
pelas i-BM-MDSC depende da ativacdo de STAT-3 e da expressdo de ARG e IDO.148)

Em relagdo a estes dados nosso estudo mostra de forma bem objetiva
que as células THP1-MDSC-like que geramos apresentam expressao génica de ARG-1
elevada (Figura 9) e que também s&o capazes de secretar ARG-1 para o SN (Figura 10).
Elas também apresentaram aumento da expressao génica de IL-10 (Figura 9) bem como
secretam altos niveis de IL-10 para o SN (Figura 10). Nosso estudo ndo se restringiu a
avaliacdo de ARG-1 e IL-10, avaliamos outros genes e proteinas importantes para a
funcdo imunossupressora das MDSC (Figuras 9 e 10). Avaliamos também PD-L1 a nivel
génico bem como de CD122 e Gal-9 (Figura 9C). Observamos que o SN das nossas
THP1-MDSC-like possuem a capacidade de suprimir a proliferacdo de linfécitos T
ativados por CD3/CD28. Adicionalmente, avaliamos a capacidade destas células em
modular o killing das células NK frente a células leucémicas, observamos que o SN inibiu
o killing das células NK, protegendo assim as células leucémicas da apoptose induzida
por células NK, mais uma vez contribuindo para a confirmacao de que as THP1-MDSC-
like geradas possuem atividades imunossupressoras. Nossos dados em conjunto
sugerem que mesmo nao estando em um cenario de ativacao por contato direto com
células do sistema imune, nossas THP1-MDSC-like sdo capazes de desenvolver
plenamente suas funcdes imunossupressoras.

Importante destacar que ao longo do nosso estudo notamos que nao
apenas grandes mudancas em relacdo a citocinas utilizadas no estimulo e célula a ser
utilizada, mas também pequenas alteracdes no protocolo como a densidade celular, a
viabilidade ao longo da diferenciacdo, mas principalmente no momento do
plagueamento, a troca de meio ao longo dos dias de diferenciacdo e o tipo de placa
utilizada séo elementos que influenciam diretamente a efichcia e rendimento da
diferenciacéo e séo informacfes escassas na literatura.

Comparando nossos dados de imunofenotipagem com a estratégia de
caracterizagcdo proposta por Bronte et al.() classificando as PMN-MDSC como
CD11b*CD14HLA-DR™CD15*0uCD66b* e M-MDSC como CD11b*CD14*CD15 HLA-
DRow (") o painel utilizado por nés é mais amplo e robusto, pois ndo nos preocupamos
apenas com a classificacdo em relagdo ao subtipo de MDSC geradas mas nos
preocupamos também que estas células ndo se desviassem ao longo da diferenciacéo
para um perfil macrofagico e de fato, nenhum outro trabalho na literatura teve essa

cautela. Se formos avaliar a caracterizagdo proposta por outros autores como
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Gabrilovich et al.*6) as MDSC de tumores humanos sio classificadas no geral como Lin-
CD11b*HLA-DRCD33*, enquanto as subpopulagcbes PMN-MDSC séao classificadas
como Lin"CD11b*HLA-DR*CD33*CD15* e/ou CD66b* e as M-MDSC como
CD33*CD14*HLA-DR"ow (16) | evando em conta estas caracterizacGes e outras descritas
na literatura (resumidas nos Quadros 4 e 5), nossas THP1-MDSC-like apresentam
caracteristicas consistentes com a populacdo M-MDSC e i-MDSC ou MDSC no geral.
Ou seja, apresentam caracteristicas monociticas consistentes com sua linhagem de
origem THP1 e consistentes com as M-MDSC, no entanto, ndo apresentam marcadores
de macrofagos M1 ou M2 pois sdo negativas para CD80, CD163 e CD206 (Figura 7 e
Quadro 4). Além disso, também néo ha a identificacao do perfil de células dendriticas por
nao apresentarem alteragédo de CD11c e HLA-DR negativo. Isto posto, nossas MDSC
podem ser caracterizadas como CD11b"CD14+*CD15°“CD16°CD33"CD45"CD66b HLA-
DRLinl- além de serem também CD11cCD34°“CD56:CD80CD117-CD163CD206
CD274'HLA-ABCY, Adicionalmente nossas THP1-MDSC-like expressam genes e
secretam proteinas consistentes com os perfis imunossupressores descritos das MDSC
(Figuras 9, 10 e Quadro 5).

Bruger et al.*5%) recomendam que a atividade imunossupressora das
MDSC in vitro seja avaliada a partir da mensuracao da proliferacéo de células T; ensaios
de liberacéo de citocinas (IFN-y, TGF-3, IL-10, IL-2); avaliagdo da Arg-1, IDO, NOS2,
ROS, inibidores de ponte de verificacdo (checkpoint) e células T regulatérias.50) Em
relacdo a estes ensaios, realizamos a grande maioria deles e obtivemos resultados
satisfatorios e consistentes com a literatura, como resumidos no quadro 5. Mostramos
que as THP1-MDSC-like liberam citocinas imunorreguladoras como o TNF-qa, IFN-y, IL-
18, IL-10, IL-23, e IL-12p40 (Figura 10) e que o SN destas células sédo capazes de inibir
a proliferacdo de células T (Figura 11). Adicionalmente, mostramos dados que n&o
haviam sido descritos diretamente com relacdo as células MDSC levando a uma
diminuicdo da apoptose de células leucémicas induzida pelas células NK (Figura 12).

Bronte et al.(") propuseram uma espécie de algoritmo experimental a
ser seguido para identificar e classificar as MDSC. A primeira etapa consiste na
identificagdo do fenotipo tipico de PMN-MDSC ou M-MDSC e a segunda etapa é a
avaliacdo da atividade imunossupressora. Se uma populagdo atender a estes critérios
pode ser considerada uma MDSC, no entanto ainda pode haver uma terceira etapa, caso
as células nédo correspondam a segunda etapa, que € a investigacdo dos marcadores

bioguimicos e moleculares de MDSC, sendo assim mesmo que a populagdo né&o
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apresente atividade imunossupressora mas apresente os demais critérios, pode ser
considerada uma célula semelhante as MDSC.(”) Levando em consideragdo este
algoritmo experimental propostos por Bronte et al.(? podemos entédo, mais uma vez,
considerar que nossas células THP1-MDSC-like realmente apresentam fenoétipo e
funcdo de MDSC.

Nos ultimos anos, grandes avancos vém sendo feitos referentes ao
desenvolvimento de imunoterapias, dentro deste contexto, as MDSC necessitam de
atencao especial, pois sua presenca no TME pode influenciar a eficicia de abordagens
imunoterapicas através de sua importante funcdo imunossupressora.(®:18:121,127,156)

Referente as imunoterapias mais atuais, vale destacar que o
surgimento da terapia celular com células T modificadas geneticamente para
expressarem CAR ganhou grande evidéncia, pois é uma abordagem altamente
promissora com o objetivo de manipular geneticamente as células T do préprio paciente
para identificar e eliminar células malignas através do reconhecimento de antigeno
especifico do tumor.(111.112.114.115) Atjalmente existem 5 terapias CAR-T aprovadas pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA para malignidades hematolégicas. No
Brasil, foi recentemente aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
(publicado no Diario Oficial da Unido de 27 de julho de 2021), o uso do Kymriah®
(tisagenlecleucel da empresa Novartis Biociéncias S.A.) que € indicado para o
tratamento de pacientes pediatricos e adultos jovens (até 25 anos de idade) com
leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células B, refrataria ou a partir da segunda recidiva.
O tratamento esta igualmente indicado para pacientes adultos com linfoma difuso de
grandes células B recidivado, apés duas ou mais linhas de terapia sistémica. Alguns dos
principais obstaculos para a imunoterapia do CAR em tumores solidos incluem o
processo de fabricacdo de células CAR-T, falta de antigenos especificos para tumores,
trafico e infiltracdo ineficiente de células CAR-T em locais tumorais, TME
imunossupressor, toxicidade associada a terapia e fuga de antigenos. No geral, os
estudos com CAR-T tém mostrado potenciais resultados em alguns tipos de canceres
hematologicos como por exemplo a leucemia linfoide aguda de células B, linfoma néo
Hodgkin, e leucemia linfocitica cronica.(106:111,112,114,116,118,157-162) Ng entanto, 0s
resultados em pacientes com LMA ainda tém sido limitados, uma vez que a
heterogeneidade antigénica da LMA resulta em uma ampla lista de potenciais alvos para
0s quais as células CAR-T poderiam ser direcionadas, cada uma com vantagens e

desvantagens. Levando em conta que o tratamento com células CAR-T pode ocasionar
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complicacbes e que os riscos/efeitos adversos observados com a terapia com células
CAR-T mais documentadas séao a sindrome de liberacdo de citocinas e neurotoxicidade;
e gque a terapéutica com células CAR-T tem algumas limitacbes — logisticamente é
complicado gerar um produto autélogo especifico para cada paciente, o que tornou o
processamento caro e paciente especifico; e que além disso, a elaboracdo de doses
clinicamente relevantes de células CAR-T pode ser inviavel a partir de pacientes
linfopénicos pré-tratados, muitos estudos mais recentes vém desenvolvendo uma terapia
alternativa com células NK, os CAR-NK. As células NK oferecem uma alternativa
atraente as células T para a engenharia de CAR por uma série de razdes: podem ser
obtidas de fontes variadas: sangue periférico, MO, células-tronco embrionarias humanas,
células-tronco pluripotentes induzidas, e corddo umbilical ou linhagens celulares NK
facilmente disponiveis como NK92; células NK alogénicas ndo apresentam risco de
doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH); e podem matar células cancerigenas
através de vias dependentes de CAR e também independentes de CAR. Atualmente
existem mais de 10 estudos clinicos em andamento estudando a aplicacdo de CAR-NK
em diversos canceres, incluindo a LMA, (111,113,114,158,163-169)

De fato, as MDSC estdo sendo estudadas no contexto das
imunoterapias e foram até associadas a falha da terapia CAR-T no linfoma de grandes
células B por Jain et al.179 que mostraram que a desregulacdo imunoldgica em linfoma
de grandes células B recidivado ou refratario promove resisténcia a terapia com células
CAR-T (axicabtagene ciloleucel) por meio de varios mecanismos: expansao insuficiente
de axicabtagene ciloleucel associada a sinalizacdo M-MDSC circulante e IFN tumoral,
que também da origem a expressao de ligantes de checkpoint imunolégico.70)

Recentemente, Parihar et al.t’) desenvolveram células NK
modificadas com um receptor quimérico no qual o receptor ativador NKG2D é fundido a
cadeia citotoxica ¢ do receptor de células T (NKG2D.{). Essas células NKG2D.(-NK
tiveram como alvo as MDSC, que superexpressam ligantes NKG2D dentro do TME. Eles
mostraram que as células NKG2D.C-NK séo citotoxicas contra MDSC, mas poupam 0s
tecidos normais que expressam ligantes NKG2D. Células NKG2D.Z-NK, mas néo células
NK ndo modificadas, secretam citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas em resposta as
MDSC no local do tumor e melhoram a infiltracdo e atividade antitumoral de células CAR-
T no contexto do neuroblastoma e propdem que uma terapia combinada para tumores
sélidos que inclui tanto células NKG2D.(-NK quanto células CAR-T pode melhorar as

respostas sobre terapias baseadas apenas em células CAR-T.(7)
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Além dos CAR-T e CAR-NK, os CAR-macrophages (CAR-M) vém
ganhando espaco a fim de superar alguns dos principais obstaculos associados a terapia
CAR-T e NK, especialmente em tumores solidos. Macrofagos podem se infiltrar
eficientemente em tumores, sdo grandes reguladores imunolégicos e abundantemente
presentes no TME. Macrofagos e outras células da linhagem mieloide poderiam
potencialmente superar as barreiras ao tratamento de tumores solidos que tém
dificultado o CAR-T até agora. No cancer, os macrofagos (TAM) frequentemente adotam
um fendtipo anti-inflamatério ou "alternativamente ativado" (referidos como M2). Os
esforcos atuais para projetar o CAR-M descobriram que 0s principios basicos de design
de CAR do campo de células T se aplicam também para a biologia do macréfago.
Estudos revelam que as terapias com CAR-M sao capazes de “limpar” células tumorais
in vitro e em modelos in vivo pré-clinicos. CAR-M exibem citotoxicidade especifica de
antigeno in vitro, prolongam a sobrevivéncia; preveem metastase; recrutam células T
CD3 e diminuem as células PD-L1 no local do tumor, confirmando que os macréfagos
projetados em si ndo sdo o Unico condutor da resposta antitumoral; também aumentam
0s niveis de citocinas pro-inflamatdérias IL1-B, IL-6 e TNF-a no soro, indicativo de uma
resposta imune sistémica. A plasticidade fenotipica do macréfago, quando combinada
com a biologia sintética, apresenta uma nova plataforma excitante para aplicacdes
terapéuticas para avancar na engenharia celular e fornecer imunoterapicos eficazes.
Atualmente existe um estudo clinico em andamento com o produto principal da Carisma
Therapeutic CT-0508 para tratar tumores solidos de superexpressdo HER2
(ClinicalTrials.gov: NCT04660929). O CAR-M apesar de promissor, ainda esta em fase
inicial, com apenas um ensaio clinico iniciado e nenhum resultado relatado ainda.
Portanto, muitas das limitages ainda ndo foram desdobradas.111:118.172-180) Ng entanto,
estes grandes avancos inovadores na area terapéutica do cancer com CAR-T, CAR-NK
e CAR-M também revelam a importancia de dar continuidade nos estudos do TME em
busca de potenciais alvos terapéuticos ou mesmo de potencias células suscetiveis a
engenharia de modificagcdo genética de CAR e também da relagdo das MDSC dentro
destes cenarios, uma vez que estas células sdo componentes importantes do TME.
Acreditamos que nosso trabalho possibilitara a utilizagdo destas células THP1-MDSC-
like para estudar a relacédo destas células com as imunoterapias baseadas em CAR e
suas interacdes com o TME em diversos tipos de canceres.

Tragando um paralelo com os cenarios da terapia celular e da

medicina regenerativa, em que células-tronco mesenquimais (CTM) sao infundidas no
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microambiente de diversas doencas como por exemplo: doenca renal,(*81.182) hipertensao
renovascular,(183184) doencas cardiacas,'®) diabetes,(1®) LES,(18) osteoporose,88)
artrite reumatoide,*® com a possibilidade de gerar e expandir in vitro as MDSC, os
estudos futuros podem caminhar ndo s6 no sentido de aprofundar o conhecimento
acerca dos mecanismos das doencas, ou da busca por possiveis novos alvos
terapéuticos mas também no sentido de usar estas mesmas ceélulas como terapias. De
fato, alguns autores j& apontaram as MDSC como alvos terapéuticos possiveis para
modular o TME relacionado por exemplo ao cancer de mama, carcinoma de células
renais, melanoma(t?2.126.127) e nas doencgas autoimunes como lipus, hepatite autoimune,
esclerose miltipla e diabetes.®27) Ser4 que os préximos estudos apontardo as MDSC
como possiveis terapias celulares ou mesmo que compostos obtidos a partir das MDSC
sejam utilizados como terapias? Pois, além do uso direto (infusdo) das proprias CTM
como terapéutica regenerativa, imunomodulatoria e protetora de tecidos, outra estratégia
terapéutica foi desenvolvida a partir destas células, o uso do meio condicionado que, de
forma paralela a terapia celular, € uma terapia livre de células baseada em fatores
bioativos secretados pelas CTM que ficam acondicionados no meio de cultura. As CTM
secretam uma variedade de mediadores proteicos, peptideos, RNA, microRNA, e lipidios
gue podem ser concentrados, congelados ou até mesmo liofilizados sem perda de
atividade, o que Ihes d4 uma certa vantagem sobre produtos celulares que requerem
armazenamento de nitrogénio liquido e infraestrutura para reviver células
congeladas.’®® Da mesma forma das CTM, grande parte das funcbes das MDSC
também acontecem de forma paracrina, ou seja, devido a fatores secretados pela célula
para microambiente que podem ser obtidos no SN da cultura celular, concentrados,
purificados e armazenados para uso como estratégia terapéutica. Diante disto, a partir
do protocolo que geramos seria possivel cultivar e diferenciar as MDSC em biorreatores
e estudar os efeitos do meio condicionado destas células no TME, ou nas outras doencas
relacionadas as MDSC ou em contextos em que uma abordagem de imunossupressao
seja vantajosa. De fato, nossos dados mostram que o SN destas THP1-MDSC-like séo
capazes de agir de forma imunossupressora, uma vez que 0 SN, mesmo na propor¢ao
(concentracdo) de apenas 25% foi capaz de diminuir a proliferacdo de linfocitos (Figura
11) e o killing de células NK (Figura 12), possivelmente pelas citocinas presentes neste
SN (Figura 10).

Muitos modelos atualmente utilizados para estudar doengas, como o

cancer por exemplo, sdo baseados na inoculacdo de células humanas em animais, 0s
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chamados modelos xenogénicos. Alguns exemplos desta metodologia de estudo séo:
modelo xenogénico utilizando células de linhagem celular imortalizada, como a THP1,
em camundongos BALB/c nude;®) e modelos de xenoenxerto utilizando células
neoplasicas/leucemias derivadas do paciente representando uma estratégia de escolha
para estudos pré-clinicos de LMA.(192 Sendo assim, outra vertente que nosso estudo
possibilita € o estabelecimento de modelos xenogénicos com a inoculacao de células
THP1-MDSC-like em animais.

Cada vez mais a bioimpressdo 3D tem sido usada para simular
microambientes fisioldgicos onde biomateriais sdo somados a células vivas, sao
fabricados de forma controlada camada a camada respeitando uma arquitetura tecidual
conhecida permitindo, por sua vez, a analise da interagdo entre as células, fatores de
crescimento e citocinas presentes em um modelo de estudos alternativo e muitas vezes
mais apropriado em relacéo a cultura 2D e arcabougos convencionais.193-19) Nos dltimos
anos, ocorreram muitos avangos na pesquisa empregando a bioimpressao a fim de
produzir analogos de tecidos, incluindo pele, valvulas cardiacas, vasos sanguineos,
0ssos, cartilagem, estruturas da coérnea, figado, tireoide, musculo e tecido
cardiaco.(192.196-198) porém, células raras dificilmente estdo contempladas nesses estudos
porque 0s pesquisadores ndo conseguem isolar um numero adequado e suficiente de
células, ou ndo conseguem manter em cultura de forma viavel, ou expandir essas células
ex Vvivo, impossibilitando assim a adicdo dessas populagdes nesses modelos
bioimpressos e com isso esses tecidos artificias carecem de certos componentes
celulares gue talvez sejam muito importantes. Com este protocolo estabelecido por
Nosso grupo, sera possivel adicionar as MDSC aos estudos do TME ou de outras
doencas aliados a tecnologia da bioimpresséo 3D.

Considerando que demonstramos que é possivel diferenciar células
THP1 em células MDSC-like, é plausivel pensar que no TME leucémico um blasto
mieloide poderia se diferenciar em MDSC-like devido as citocinas presentes nesse TME
e colaborar de forma importante para a evolucdo da doenca. Esta capacidade de
diferenciacao de blastos ja foi evidenciada na literatura, como por exemplo nos estudos
gue mostraram que o uso de ATRA ou de dimetilsulféxido (DMSO) induz a linhagem
HL60 a maturacédo e um perfil de granulécitos-like,(199-202) ou mesmo as proprias THP1
gue na presenca de PMA se diferenciam em macrofago e que utilizando determinadas
citocinas sdo polarizadas para M1 ou M2.(1341%6) Sendo assim, este trabalho pode
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proporcionar um caminho alternativo e se tornar uma ferramenta para estudos sobre a
interacdo entre TME/blastos/MDSC.

A diferenciacdo de THP-1 (como jA mencionado, uma linha celular de
blastos de leucemia mieloide aguda) em células MDSC-like abriu uma janela para
considerar o fendbmeno do microambiente tumoral leucémico induzindo a diferenciacéo
de blastos LMA em células de leucemia MDSC-like (LMA-MDSC-like). Esta populacdo
poderia contribuir de forma importante para a evolucao da neoplasia devido a inibicdo de
NK e vigilancia imune mediada por linfocitos.

Nosso trabalho oferece a comunidade cientifica um protocolo robusto
para gerar MDSC em laboratorio e aprimorar a investigacao de aspectos desconhecidos
dessas células. Além disso, fornece evidéncias dos efeitos de citocinas derivadas de
MDSC na regulagéo negativa do sistema imunoldgico contra LMA. E também sugere a
possivel existéncia de uma populacdo LMA-MDSC-like no microambiente da leucemia

gue pode estar associada a biologia da LMA.



59

5 CONCLUSOES

1. Desenvolvemos um protocolo eficaz para producdo de células
supressoras mieloides em larga escala a partir da diferenciacdo da linhagem celular
mieloide imatura THP-1 induzida por G-CSF (100ng/mL) e IL-4 (20ng/mL);

2. As células supressoras mieloides geradas (THP1-MDSC-like)
foram caracterizadas imunofenotipicamente e funcionalmente de forma robusta e
consistente com a literatura,

3. Aléem disso, demonstramos que as ceélulas supressoras de
linhagem mieloide derivadas da diferenciacdo de THP1 (THP1-MDSC-like) sédo capazes

de contribuir para o escape imunoldgico de linhagens de leucemia mieloide aguda.
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Abstract

Introduction: Myeloid-derived suppressor cells are a heterogeneous population of
immature myeloid cells with a potent suppressor profile that negatively regulates immune
responses. These cells are one of the main components of the microenvironment of
several diseases, including solid and hematologic tumors, autoimmune diseases, and
chronic inflammation. However, their wide use in studies is difficult and limited because
they are a rare population, difficult to isolate, expand, differentiate, and maintain in culture,
and complicated phenotypic and functional characterization. Purpose: To develop a
protocol for the generation of myeloid suppressor cells from the differentiation of the
immature leukemic lineage THP-1 with phenotypic and functional characterization
consistent with the literature and whose cells generated are capable of contributing to the
immune escape of AML lines. Methods: We stimulated THP1 immature leukemic cells
with G-CSF (100ng/mL) and IL-4 (20ng/mL) for seven days to differentiate into the MDSC-
like profile. At the end of the protocol, we evaluated immunophenotyping and gene
expression for phenotypic characterization and performed assays for cytokine release,
lymphocyte proliferation, and killing with NK cells for functional characterization. Results:
We differentiate THP1 cells in an MDSC-like population, named THP1-MDSC-like, which
presented immunophenotyping and gene expression profiles compatible with that
described in the literature. These THP1-MDSC-like cells secreted several
immunoregulatory cytokines into the microenvironment, consistent with the suppressor
profile related to MDSC described in the literature. In addition, the supernatant of these
cells was able to decrease the proliferation of activated lymphocytes and protect the
leukemic cells (THP1 and HL60) from apoptosis induced by NK cells. Furthermore, we
verified that this phenotypic and functional differentiation did not deviate to a macrophage-
like profile and observed that our THP1-MDSC-like cells did not show characteristics of
M1 or M2 macrophages. The final product of this work, THP1-MDSC-like cells, has the
potential to solve one of the foremost current challenges in the scientific community
regarding MDSC, which is the generation of MDSC-like cells on a large scale, thus being
able to impact the course of several studies and models in contexts, such as cancers,
immunodeficiencies, autoimmunity, and chronic inflammation. Conclusions: We
developed an effective protocol for large-scale myeloid-derived suppressor cell

production from the differentiation of the immature myeloid cell line THP-1 induced by G-



CSF and IL-4 that were actively immunophenotypically and functionally characterized
robustly and consistently with the literature. Furthermore, we demonstrated that THP1-

MDSC-like suppressor cells can contribute to the immune escape of AML cell lines.

Keywords: Myeloid-derived suppressor cells; Leukemia, myeloid, acute; Tumor
microenvironment; Cell differentiation



