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RESUMO

A ativacdo da imunidade adaptativa mediada por linfocitos T citotoxicos (LTC) e
células natural killer (NK) é controlada pela expressdao de receptores e moléculas
inibitérias, que atuam prevenindo a exacerbacdo imunolégica e apoptose por
excesso de ativacdo. As ceélulas tumorais sdo capazes utilizar estes mesmos ligantes
como mecanismo de escape tumoral, inibindo o reconhecimento e ativagdo das
células efetoras, levando-as ao estado de irresponsividade. Alteracbes no
funcionamento do sistema imune podem interferir diretamente na sobrevida do
paciente. Por isso, informacfes a respeito do perfil imunolégico sdo necessarios
para o desenvolvimento de uma terapia individualizada para o tratamento destas
doencas. Neste estudo foi avaliada a expressdo génica de receptores e moléculas
inibitérias e de proteinas citoliticas em pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (LNH) e
mieloma multiplo (MM) em comparacdo a individuos saudaveis. O aumento na
expressao génica de granzima B associado a reducéo na expressao de Fas-L e PD-
L1 demonstrou a ativagcdo do sistema imunolégico em pacientes com LNH. A
reducdo dos niveis das moléculas inibitorias atuou como fator ativador da resposta
imune, que poderia acarretar na inibicdo da autorregulacdo das células efetoras,
levando-as a maior ativacédo e atividade citotoxica do sistema imunoldgico. Por sua
vez, na auséncia de expressoes significativas, a reducao do sistema imunolégico em
pacientes com MM pode ser comprovada pelas correlacdes inversamente
proporcionais entre as proteinas citoliticas e receptores ou moléculas inibitorios.
Neste cenario, o aumento na expressdao das moléculas inibitérias atua
simultaneamente as células tumorais, promovendo uma regulacdo negativa do
sistema imunoldgico, auxiliando no processo de imunorregulacdo. A proxima etapa
deste estudo é correlacionar a expressao destes fatores tanto no sangue periférico
guanto no microambiente tumoral, em conjunto com a analise de sobrevida, para um

melhor entendimento destes mecanismos na resposta imune.

Palavras-Chave: Perforina, granzima B, Fas, Fas-L, CD86, PD-1, PD-L1, CTLA-4,
TIM-3, MARCH-1, linfoma n&o-Hodgkin, mieloma multiplo, receptores inibitorios de
células T, gPCR.



ABSTRACT

The activation of adaptive immunity mediated by cytotoxic T lymphocytes (CTL) and
natural killer (NK) is controlled by expression of inhibitory receptors and molecules,
which act by preventing exacerbation and immune activation by excessive apoptosis.
Tumor cells are able to use these same ligands as a mechanism of tumor escape, by
inhibiting the recognition and activation of effector cells, leading to the state of
irresponsiveness. Changes in the functioning of the immune system can directly
interfere with therapeutic response and / or prognosis of the disease. Therefore,
information regarding the immunological profile is necessary for the development of
an individualized therapy for the treatment of these diseases. In this study, we
evaluated the gene expression of cytolytic protein and inhibitory receptors or
molecules in patients with non-Hodgkin's lymphoma (NHL) and multiple myeloma
(MM) compared to healthy individuals. The increase in granzyme B gene expression
associated with reduced expression of Fas-L and PD-L1 demonstrated the activation
of the immune system in patients with NHL. The reduction in the levels of inhibitory
molecules served as activating factor immune response, which could result in
inhibition of self-regulation of effector cells, leading to greater activation and the
cytotoxic activity of the immune system. In turn, in the absence of significant
expressions, the reduction of the immune system in MM patients can be proved by
the inversely proportional correlations between cytolytic proteins and inhibitory
receptors or molecules. In this scenario, the increase in the expression of the
inhibitory molecules acts simultaneously to the tumor cells, promoting a negative
regulation of the immune system, aiding in the process of immunoregulation. The
next step of this study is to correlate the expression of these factors in both
peripheral blood and in the tumor microenvironment in conjunction with survival

analysis for a better understanding of these mechanisms in the immune response.

Key Words: perforin, granzyme B, Fas, Fas-L, CD86, PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3,
MARCH-1, non-Hodgkin lymphoma, multiple myeloma, T cell inhibitory receptors,
gPCR.
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1. INTRODUCAO

Durante o século XX, o desenvolvimento gerado pela globalizacdo industrial
foi responsavel por induzir mudancas das caracteristicas dos perfis demograficos e
epidemioldgicos da sociedade. Consequentemente, essas mudangas promoveram o
declinio das taxas de mortalidade ocasionadas por doengas infecciosas e 0 aumento
da expectativa de vida da populacdo, gerando uma maior incidéncia de doencas
cronicas até entdo pouco conhecidas, como as neoplasias. Dessa forma, desde o
ano de 2000, as neoplasias correspondem a segunda principal causa de morte da
populacao brasileira (INCA, 2006).

As neoplasias hematologicas, sdo tumores malignos originados das células
do sangue periférico, da medula éssea e do sistema linfatico. Nos Estados Unidos,
foi estimado para o ano de 2018 174.250 pessoas diagnosticadas com neoplasias
hematoldgicas, sendo aproximadamente 35% com leucemia, 48% com linfoma e
18% com mieloma multiplo (MM), representando 10% de todos os novos casos de
cancer (THE LEUKEMIA AND LYMPHOMA SOCIETY, 2018). Para o Brasil, as
estimativas para 2018 foram de 23.510 novos casos de leucemias e linfomas (3,7%
dos 634.880 canceres previstos) (INCA, 2017).

O Instituto Nacional do Céncer (INCA) considera uma expectativa de
incidéncia superior a 10.000 novos casos de linfoma ndo-Hodgkin (LNH) somente no
ano de 2018, sendo aproximadamente 5.370 casos em homens e 4.810 casos em
mulheres (INCA, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os LNH podem ser
classificados em mais de 20 subtipos conforme o grau de severidade da doenca
associada a capacidade proliferativa das células tumorais (SWERDLOW et al, 2008),
sendo reagrupados em dois: agressivos e indolentes.

O MM é considerado o terceiro tipo de cancer hematoldgico mais frequente na
populacdo mundial, sendo responsavel por 1% de todos os casos de céancer
diagnosticados. A ‘American Cancer Society’, estimou que a incidéncia para o ano
de 2018 fosse superior a 30.000 novos casos na populacdo norte-americana, com
aproximadamente 16.400 casos em homens e 14.370 casos em mulheres
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

O aumento da expectativa de vida associado as elevadas taxas de incidéncia

e mortalidade relacionadas com as neoplasias indica a necessidade de se realizar
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pesquisas e acdes para o melhor entendimento do desenvolvimento destas
doencas, assim como melhor compreender 0s mecanismos imunolégicos de
resposta contra as células tumorais de forma individualizada.

A ocorréncia de neoplasias tem relacdo estreita com defeitos genéticos que,
associados ou ndo a imunodeficiéncia, sdo capazes de promover a proliferacdo
celular anormal e descontrolada. Em contrapartida, o sistema imunolégico atua por
diferentes meios na tentativa de promover a morte das células tumorais.

O principal mecanismo de morte utilizado tanto pelos linfocitos T citotoxicos
(LTC) como pelas células Natural Killer (NK) emprega a exocitose de proteinas
citoliticas, como a perforina, uma proteina disruptora de membrana, e da proteina
granzima B, uma serino-protease que promovem a apoptose das células tumorais.
Outro mecanismo de acédo dos LTC e células NK utiliza a ativacdo de receptores e
moléculas expressos na superficie das células efetoras e das células tumorais, como
Fas e Fas-L (VILLA-MORALES et al, 2010; MARTINEZ-LOSTAO et al, 2015).

E sabido que a funcionalidade citotoxica dos LTC e células NK frente as
células tumorais varia conforme mecanismos de escape que as células tumorais
utilizam para evitar a apoptose e evadir do sistema imune. A presenca de alguns
receptores e moléculas (“checkpoints”) imunes pode induzir a liberacdo de sinais
que atuam diretamente sobre as células de defesa, tanto de forma positiva (sinal
estimulatério) favorecendo a apoptose, como de forma negativa (sinal inibitério)
favorecendo o escape da célula alvo.

Uma vez que as células tumorais passam a expressar moléculas inibitérias a
estes receptores comumente expressos nas células efetoras, ocorre a liberacdo de
sinais capazes de bloquear o processo de ativacdo destas células, reduzindo ou até
impossibilitando a exocitose das proteinas citoliticas ou a ativacdo do receptor Fas e
da molécula Fas-L, favorecendo assim o desenvolvimento e manutencdo das células
tumorais (YANG et al, 2006; VERHAGE e SORENSEN, 2008).

Apesar do grande namero de trabalhos ja publicados avaliando a expressao
de alguns destes receptores inibitdrios em pacientes com outros tipos de neoplasias
(HORLAD et al, 2016; REN, 2018; CHANG et al, 2018), ainda sdo escassos aqueles
gue avaliam essa expressdo simultaneamente a expressao génica das proteinas
citoliticas. Tais estudos poderiam permitir a identificacdo de fatores que possam
afetar e influenciar os mecanismos imunoldgicos frente as células tumorais de

individuos com neoplasias linfoproliferativas. Em vista disso, este estudo teve como
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objetivo avaliar e comparar a expressao génica de proteinas citoliticas e receptores
e moléculas inibitérias presentes na superficie celular dos LTC e células NK de

pacientes diagnosticados com LNH e MM e em individuos saudaveis.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Neoplasias linfoproliferativas

As neoplasias linfoproliferativas, sdo neoplasias hematologicas originadas a
partir da proliferacdo anormal e malignizada de uma célula linfoide, como os
linfécitos T, linfocitos B ou células NK. A malignizacdo destas células pode ocorrer
em qualquer ponto durante seu processo de diferenciagdo e maturagao e,
considerando a sua capacidade proliferativa, pode ocasionar o desenvolvimento de
um quadro clinico agudo ou crénico. As linfoproliferacdes agudas sédo caracterizadas
pelas leucemias agudas e os linfomas agressivos, enquanto que as crdnicas
compreendem as leucemias cronicas, os linfomas indolentes e o MM (ARMITAGE,
2005).

O linfoma foi inicialmente descrito como um tumor do tecido linfatico em 1832,
pelo médico inglés Dr. Thomas Hodgkin. Nos anos posteriores, percebeu-se que a
doenca de Hodgkin, como também era conhecida, apresentava algumas diferencas
quanto as caracteristicas morfologicas das células tumorais. Essas diferencas foram
responsaveis pela subdivisdo desta doenca em linfoma de Hodgkin (LH), que
compreendem 10% dos casos e o0 LNH, responsavel pelos 90% restantes de
linfomas (AISENBERG, 2000; SHANKLAND et al, 2012).

O LH é caracterizado pela presenca de células multinucleadas de Reed-
Sternberg e/ou mononucleares de Hodgkin, regularmente originarias da
malignizacdo dos linfécitos B, que se encontram imersas em um infiltrado de células
inflamatérias e reativas, cuja principal caracteristica € a presenca de diferentes tipos
celulares ndo neoplasicos, como linfocitos, eosindfilos, histiocitos, neutrofilos,
plasmdcitos e mondcitos. Segundo a OMS, os LH podem ser subdivididos em 2
grupos: LH classicos (esclerose nodular, celularidade mista, linfocitico predominante
e deplecéo linfocitaria) e LH com predominio linfocitario nodular (ANSELL, 2015).

Por sua vez, o LNH pode se desenvolver pela malignizacdo dos linfocitos T, B
ou células NK, sendo que em 85% a 90% dos casos sao associados a malignizacao
dos linfocitos B, com auséncia de células mononucleares de Hodgkin ou células

multinucleares de Reed-Sternberg e reducdo no numero de células inflamatorias
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reativas e ndo neoplasicas presentes no tecido linfoide malignizado. De acordo com
a OMS, esse subtipo de linfoma pode ainda ser subdividido em mais de 20 subtipos,
conforme as caracteristicas clinicas, morfologicas, imunofenotipicas e genéticas
(ARMITAGE et al, 2017; SWERDLOW et al, 2008).

Os LNH podem ser classificados clinicamente de acordo com a capacidade
da proliferacdo da célula malignizada como indolente ou agressivo. O LNH indolente
€ caracterizado por apresentar células tumorais associadas a um baixo indice
proliferativo, possibilitando a estes pacientes uma maior sobrevida quando
comparados aos pacientes com LNH agressivo, cuja principal caracteristica € o alto
indice proliferativo das células neoplasicas associado a um pior prognostico e
evolucdo ao 6bito se ndo diagnosticados e tratados imediatamente. Contudo, estes
ultimos apresentam melhor resposta ao tratamento e maior possibilidade de cura
quando precocemente diagnosticados e/ou adequadamente tratados (SANCHEZ-
BEATO et al, 2003). A tabela 01 apresenta as principais caracteristicas destes dois
tipos de LNH.

Tabela 01 - Caracterizagéo de linfoma n&o-Hodgkin indolente e agressivo

LNH indolente LNH agressivo
Quadro clinico crénico Quadro clinico agudo
Baixo indice proliferativo Alto indice proliferativo
Células neoplasicas pequenas Células neopléasicas grandes
Formacéao de grandes massas Linfonodomegalias localizadas

tumorais nos linfonodos ou
regides extranodais

Baixa agressividade Alta agressividade

Fonte: ZAGO et al, 2014
Fonte: Modificado pela autora, 2018

O MM, por sua vez, é uma neoplasia caracterizada pela proliferacdo anormal
e desregulada de plasmodcitos produtores e secretores de imunoglobulinas,
originarios dos linfocitos B da medula 0ssea. Estes plasmocitos anormais secretam
imunoglobulinas monoclonais andmalas e em excesso, e promovem a ativagdo de

osteoclastos. Uma vez ativados, 0os osteoclastos causam destruicdo 0ssea e outras
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alteracdes fisiopatoldgicas, como: faléncia renal, supressdo da hematopoese e maior
risco de infecgbes (KYLE et al, 2003; PAULA e SILVA et al, 2009).

Sua incidéncia € mais prevalente em individuos com idade superior a 50
anos. Ao contrario do LH e LNH, cujos pacientes podem obter a cura da doenca
apos a realizacdo de tratamentos quimioterapicos, ndo existe cura para o MM. Estes
pacientes sdo submetidos a diversas formas de tratamento, como a quimioterapia e
transplante de medula 0ssea, para promover o aumento da sobrevida e melhorar a
qualidade de vida (ASTER, 2005; THE LEUKEMIA AND LYMPHOMA SOCIETY,
2018).

2.1.2 Resposta imune contra as células tumorais

A imunidade mediada por células € o principal mecanismo de acdo do
organismo contra as células tumorais e/ou infectadas por virus. As principais células
envolvidas neste processo sdo os LTC e as células NK. Ambas séo capazes de
reconhecer as células tumorais através de receptores expressos em suas
membranas citoplasmaticas, tornando-se ativadas e capazes de induzir sua morte
por apoptose (KONJEVIC et al, 1999; ALMEIDA-OLIVEIRA e DIAMOND, 2008;
MALMBERG et al, 2017).

Os LTC séo capazes de reconhecer as células tumorais, apés a formacéo da
sinapse imunoldgica, por meio de um complexo de receptores especificos expressos
em sua superficie, denominado complexo de receptores de células T (TCR, do
inglés T complex receptor). Este complexo é capaz de reconhecer as moléculas
formadoras do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major
histocompatibility complex) que s@o expressos na superficie celular, inclusive de
algumas células tumorais, iniciando assim, a liberacdo de sinais estimulatorios que
atuardo sobre os LTC. Simultaneamente a ligacdo dos receptores TCR e MHC,
ocorre a liberagdo de um segundo sinal inespecifico e necessario, resultante da
ligac@o entre os receptores CD86 e CD28, expressos respectivamente na superficie
das células tumorais ou apresentadoras de antigenos e LTC, para que o
reconhecimento e ativacdo dos LTC sejam completos. Este segundo par de
receptores coestimulatérios atuara promovendo a liberagdo de sinais estimulatorios

secundarios que intervém diretamente sobre os LTC, favorecendo estas células a
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produzirem fatores de crescimento e citocinas necessarias para o seu processo de
ativacdo (GREENFIELD et al, 1998; WANG, 2004).

Por sua vez, devido a auséncia dos receptores TCR na superficie das células
NK e da ndo necessidade destas células serem sensibilizadas previamente, o
processo de reconhecimento das células tumorais por estas Ultimas ocorre por
intermédio de diferentes receptores de células assassinas semelhantes a
imunoglobulinas (KIR, do inglés killer immunoglobulin-like receptors). Estes
receptores serdo ativados ou inibidos de acordo com a auséncia ou presenca dos
receptores MHC na superficie das células tumorais, apresentando assim funcao
estimulatoria ou inibitéria, variavel conforme o subtipo do receptor que foi ativado.
Em condi¢cbes normais, as células expressam em sua superficie o complexo MHC-I
gue se liga aos receptores KIR de acao inibitéria expressos na superficie das células
NK. Esta ligacdo promove a liberagdo de sinais inibitdrios que atuam diretamente
sobre as células NK, impedindo que estas se tornem ativadas.

Em contrapartida, as células tumorais por apresentarem baixa expressédo ou
expressdo ausente do complexo MHC-I em sua superficie como um possivel
mecanismo de evasao tumoral contra a resposta de LTC, promovem a ativacao dos
receptores KIR estimulatérios expressos nas células NK favorecendo a ativacéo
destas células efetoras (TORREZINI e ANTHONAZIO, 2008; COLUCCI e
TRAHERNE, 2017).

Os LTC e as células NK possuem dois principais mecanismos de defesa
contra as células tumorais. O primeiro mecanismo ocorre pela exocitose de
proteinas citoliticas sobre as células tumorais, como a perforina, uma proteina
disruptora de membrana e granzima B, uma serino-protease, presentes no interior
de granulos citoliticos, enquanto que o segundo mecanismo de acao envolve a
ligacdo de receptores de morte celular, como Fas (CD95) e sua molécula ligante
expressa na membrana das células efetoras (Fas-L) (VAN ELSAS et al, 2001,
PIPKIN et al, 2010; VOSKOBOINIK et al, 2015) (Figura 01).
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Figura 01 - Mecanismo de acao das células NK e LTC contra uma célula tumoral ou
infectada por virus, pela exocitose de granulos citoliticos e/ou via Fas/Fas-L.
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Fonte: TRAPANI, 2012.

Simultaneamente a expressao de receptores que atuam na ativacao dos LTC
e células NK, também sdo expressos um conjunto de receptores e outras moléculas
gue sdo responsaveis por induzir cascatas de sinalizagdes intracelulares positivas
(estimulatérias) ou negativas (inibitérias), conforme a auséncia ou presenca das
células tumorais, respectivamente. Estes receptores sao conhecidos como

“checkpoints imunolégicos” (Figura 02).
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Figura 02 - Expressao de receptores “checkpoints imunoldgicos” e apresentacao de
sinais estimulatorios (verde) e inibitérios (vermelho).
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Na auséncia de células tumorais, estes receptores tém como finalidade atuar
na autorregulacdo, controlando o processo de ativacdo celular para eliminar as
células T autoreativas e evitar a destruicdo de células saudaveis. Para tal, estes
receptores sdo capazes de promover uma regulacdo negativa, a partir da liberacéo

de sinais inibitérios, que ao se associarem aos receptores ligantes em simultaneo a
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ativacdo dos LTC e células NK. Em contrapartida a regulagdo da ativacdo das
células efetoras, esses receptores podem atuar de forma negativa sobre as células
efetoras. Esse € um dos mecanismos utilizados pelas células tumorais como um
mecanismo de evasdo do sistema imunologico, a fim de promover a manutencao
destas células no organismo e consequentemente favorecer o processo de
metédstases (KIM e KIM, 2018). Neste cenario, as células tumorais passam a
expressar em sua superficie receptores e moléculas ligantes que sao capazes de se
associar aos receptores inibitérios dos LTC e células NK. Uma vez que ocorre esta
ligacdo, esses receptores promovem a liberacdo de sinais inibitérios que atuam
diretamente sobre os LTC e células NK, impedindo que estas células tornem-se
capazes de reconhecer as células tumorais e de se tornarem ativas para induzir a

apoptose das mesmas.

2.1.3 Perforina, granzima B e ligacéo Fas/Fas-L

A perforina, proteina descrita pela primeira vez em 1984, é considerada uma
ferramenta essencial para a resposta citotdéxica das células efetoras frente as
células-alvo. Esta proteina é encontrada na forma de monémeros no interior de
granulos citoliticos presentes no citoplasma de diferentes células, como LTC e
células NK de camundongos, ratos e seres humanos, e quando liberadas na fenda
sinaptica estes monémeros sofrem polimerizacdo devido as altas concentracfes de
calcio extracelulares, favorecendo a formacdo de poros na membrana das células
tumorais. Os poros recém-formados permitirdo a entrada de granzima B no
citoplasma das células-alvo, favorecendo também a entrada de outros compostos,
como ions e polipeptideos (PODACK e KONIGSBERG, 1984; TSCHOPP e
NABHOLZ, 1990). Por fim, a presenca de varios poros de perforina promove a perda
da integridade da membrana da célula tumoral, facilitando o processo de morte da
célula alvo por desequilibrio osmdético (Figura 03) (OSINSKA et al, 2014;
WILLENBRING e JOHNSON, 2017).



28

Figura 03 - Formacdo dos poros de perforina na membrana citoplasmatica das
células tumorais (adaptado).
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A proteina perforina é considerada essencial para imunidade contra o cancer,
uma vez que foi observado o desenvolvimento de células tumorais pela inibicdo ou
pela mutacdo dos genes responsaveis pela producdo de perforina. Estudos em
camundongos nocaute para o gene que codifica esta proteina demonstraram que
estes animais foram até 1.000 vezes mais susceptiveis do que 0s animais
imunocompetentes para malignidades transplantadas e induzidas,
predominantemente as de origem hematologica (VAN DEN BROEK et al, 1996;
SMYTH et al, 2000; DADI et al, 2016).

A granzima B, uma das cinco proteinas da familia de serino proteases, tem
como principal mecanismo de acéo induzir o processo de clivagem do DNA e
condensacdo da cromatina da célula tumoral, por meio da ativacdo da via das
caspases classicas, dos tipos dependente e independente (Figura 04). Na via
dependente, a granzima B promove a ativacdo direta das caspases 3 e 7 apés a
clivagem das suas pro-caspases. Uma vez ativadas, serdo responsaveis pela
clivagem da desoxirribonuclease ativada (CAD) que atuara na fragmentacdo do

DNA, levando a célula a apoptose. Na via independente, a granzima B atua na



29

clivagem da molécula BID, membro pertencente a familia BCL-2 e localizado na
mitocondria celular, que sera responsavel pela formacado do composto gtBID. Este,
por sua vez, atua na oligomerizacdo de Bax/Bak, promovendo a liberacdo do
citocromo ¢ que atuara em conjunto com a caspase 9, promovendo a ativacao de um
apoptossoma, que na presenca de ATP (trifosfato de adenosina), induz a ativacéo
da via das caspases, resultando na apoptose da célula tumoral (LORD et al, 2003;
MARTINEZ-LOSTAO et al, 2015).

Figura 04 - Mecanismo de acao da granzima B na apoptose das células tumorais ou
infectadas por virus.
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Estudos em camundongos deficientes para o gene da granzima B mostram
que 0s animais apresentam uma maior susceptibilidade a infeccdo viral e uma
capacidade reduzida no processo de eliminacdo de tumores alogénicos
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transplantados (HEUSEL et al, 1994; SHRESTA et al, 1999; MULLBACHER et al,
1999; REVELL et al, 2005; VOSKOBOINIK et al, 2015). Em humanos, nenhuma
doenca encontra-se associada a deficiéncia de granzima B.

O segundo mecanismo para a inducdo da apoptose das células tumorais
ocorre pela ativacdo do receptor de morte celular, Fas (CD95) e de sua molécula
ligante Fas-L (Figura 05). O Fas é uma glicoproteina transmembrana tipo 1,
expresso em diversas células do organismo, inclusive em células tumorais,
caracterizado por apresentar trés dominios extracelulares de cisteina e um dominio
intracelular. Sua expressao pode ser induzida pela secrecdo de citocinas, como o
IFN-y e TNF-a, ou pela ativagao dos linfécitos. Por sua vez, a molécula Fas-L é uma
proteina transmembrana classificada como proteina tipo Il da familia TNF, podendo
ser encontrada sob a forma sollvel e também expresso na superficie celular de
células citotdxicas, como os LTC, as células NK e os macrofagos. Na auséncia das
células tumorais, estes receptores sdo capazes de induzir a homeostasia por meio
da apoptose de linfocitos T autorreativos. Porém, na presenca das células tumorais,
estes receptores atuam promovendo a apoptose destas células através da via
extrinseca (KIM et al, 2004; PFEFFER e SINGH, 2018).
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Figura 05 - Via extrinseca de apoptose por ativacdo dos receptores Fas/Fas-L.
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Nesta via, a interacdo entre os receptores Fas e Fas-L induz o recrutamento e
interacdo de proteinas adaptadoras FADD (do inglés, Fas-associated death domain)
ou TRADD (do inglés, TNF receptor-associated death domain) a partir dos dominios
DD (do inglés, death domain) presentes em ambas as moléculas.
Subsequentemente, as proteinas adaptadoras promovem o recrutamento das pro-
caspases 8 e 10 que interagem com o dominio DED (do inglés, death-effector
domain), formando o complexo DISC (do inglés, death-inducing signaling complex).
Este complexo € responsavel pela ativacdo e clivagem destas pro-caspases e
posteriormente pela ativacdo de uma cascata de sinalizacao intracelular, induzindo a
apoptose da célula (PFEFFER e SINGH, 2018).

Em relacdo & essa via de morte celular, foi observado que pacientes com
cancer de mama em estagios precoces da doenca apresentam elevados niveis de
expressao génica de Fas em comparacao a mulheres saudaveis (JABERIPOUR et
al, 2010).
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2.1.4 Mecanismos de escape tumoral: receptores inibitorios

Estudos recentes demonstram que as células tumorais sdo capazes de
modificar a resposta imune através da expressdo e ativacdo de receptores
inibitérios, os “checkpoints imunoldgicos”, que induzem as células efetoras a
exaustdo funcional e irresponsividade, favorecendo assim o desenvolvimento e
manutencdo das células tumorais (BAITSCH et al, 2012; KARACHALIOU et al,
2015).

A proteina associada a linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4, do inglés cytotoxic
T-lymphocyte—associated antigen 4), também conhecido como CD152, que foi o
primeiro checkpoint imunoldgico clinicamente avaliado, é uma proteina de
membrana tipo |, expressa na superficie celular dos LTC e homologa a CD28 (Figura
06). As células tumorais expressam ligantes para este receptor como um dos seus
mecanismos de evasdo, a fim de evitar a ativacdo das células efetoras, através de
dois mecanismos distintos. Um dos mecanismos ocorre pela sinalizacdo negativa em
resposta a ativacdo do TCR nas fases iniciais da resposta imune, pelo processo de
competicdo entre os receptores CTLA-4 e CD28 pela ligacdo ao receptor
CD80/CD86. Em ambos 0os mecanismos, ocorre a liberacdo de sinais inibitérios que
atuam na regulacdo negativa dos LTC em estagios precoces de proliferacao,
levando estas células a um processo de anergia e/ou baixa atividade proliferativa.

Estudos anteriores demonstram que as células tumorais CTLA-4 positivas de
pacientes com cancer de mama Sado0 capazes de suprimir a maturacdo e a
funcionalidade de células citotéxicas, prejudicando a resposta imune contra o tumor
(LINSLEY et al, 1994; LINSLEY et al, 1996; CARRENO et al, 2000; CHEN et al,
2017).
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Figura 06 - Expressao do receptor CTLA-4 e seu mecanismo de acao.
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Outro receptor com agéo inibitoria é o receptor de morte programada 1 (PD-1,
do inglés programmed death-1). Este receptor € comumente expresso na superficie
celular de linfocitos B, linfécitos T e células NK, atuando como um dos principais
receptores inibitérios na regulacéo da ativacdo dos linfocitos T (Figura 07).

Assim como o receptor CTLA-4, o PD-1 também apresenta grande
importancia na resposta imune contra neoplasias. Sabe-se que as células tumorais
sdo capazes de expressar em sua superficie moléculas ligantes a PD-1, conhecidos
como ligante do receptor de morte programada 1 (PD-L1, do inglés programmed
death-ligand 1), como um mecanismo de resposta as citocinas inflamatérias
previamente secretadas pelas células efetoras. A associacdo deste receptor com o
seu ligante promove o recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-2, que atuam
diminuindo o sinal do TCR e promovendo a liberacdo de sinais inibitérios que atuam
diretamente sobre os LTC e células NK, inibindo sua acao citotdxica sobre as células
tumorais. Este sistema ja foi previamente descrito na literatura e associado com
diversos tipos de cancer, inclusive os canceres hematolégicos, como os linfomas de
células T e linfomas de células NK (SPRANGER e SPAAPEN, 2013; CHEN, 2014;
TAUBE et al, 2014; BUCHBINDER e DESAIA, 2016; LIAO et al, 2018).
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Figura 07 - Receptor PD-1/PD-L1 e seu mecanismo de atuag&o.
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Estudos clinicos ja foram bem caracterizados em relacdo ao bloqueio dos
receptores de inibicio CTLA-4 e PD-1 em pacientes oncoldgicos, permitindo
inclusive o desenvolvimento de novas imunoterapias associadas a anticorpos
monoclonais anti-CTLA-4 (Ipilimumab®) e anti-PD-1 (Nivolumab®), disponiveis a
portadores de melanoma refratérios aos tratamentos quimioterapicos de primeira
linha.

Porém, mesmo apdés o desenvolvimento destas terapias que visam
reestabelecer a funcdo efetora de LTC e células NK, existem pacientes cuja
resposta terapéutica ndo é satisfatéria. Com isso, deve-se levar em consideragdo a
presenca de outros receptores inibitérios que podem atuar na manutencdo das
células tumorais no organismo.

A proteina TIM-3 (do inglés T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3) é uma proteina de transmembrana do tipo |, constituida por um
dominio variavel de imunoglobulina intracelular, um dominio de mucina glicolisado
extracelular e um dominio Unico de transmembrana (Figura 08). Este receptor é

comumente expresso na superficie dos linfocitos T e seus subtipos, inclusive os LTC
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e células NK e em células mieloides, sendo também encontrado na superficie celular
de células tumorais, incluindo leucemias mieloides, sarcoma, cancer gastrico e
osteossarcoma. Na presenca das células tumorais, a ativacdo deste receptor
promovera a fosforilagdo em sua porcéo citoplasmatica e acarretara na liberacdo de
sinais inibitérios que bloqueiam a via de sinalizacdo gerada pela ativacdo dos
complexos TCR/MHC-II e CD28/CD86. Este receptor é relevante para o prognostico
de pacientes com linfomas de células B e leucemias mieloides agudas, uma vez que
sua expressdo esta diretamente associada ao pior prognostico destes pacientes.
Além disso, pode atuar simultaneamente com o receptor PD-1, acentuando suas
funcdes inibitérias, principalmente nos LTC (HUANG et al, 2010; ZHOU et al, 2011;
ANDERSON, 2014; KONG et al, 2015; OCANA-GUZMAN et al, 2016).

Figura 08 — Receptor TIM-3 e seu seus ligantes (adaptado).
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Por fim, existe ainda a proteina RING-CH-1 associado a membrana de ligase
da ubiquitina (MARCH-1, do inglés membrane associated RING-CH), pertencente a

7

familia das ligases de ubiquitina E3 do tipo 3RING. Esta proteina € normalmente
expressa nha superficie de células linfoides e dendriticas, apresentando como
principal fungdo a regulagdo da expressao do complexo MHC-Il, CD86 e outras
glicoproteinas na superficie dessas células. Alteragdes na expresséo desta proteina
sdo capazes de modificar a expressdo do complexo MHC-II na superficie de células
apresentadoras de antigenos, ocasionando possiveis alteracfes na resposta imune.

Estudos in vivo, mostraram que esta proteina é capaz de promover o processo de
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ubiquitinizagdo e down-regulation quando interage com o receptor CD86,
favorecendo sua internalizacdo e degradacédo, reduzindo consequentemente a
resposta imune frente a células tumorais ou infectadas por virus ou bactérias. A
expressdo desta proteina foi associada anteriormente a algumas doencas, como o
diabetes tipo 2 e infeccOes bacterianas (BARTEE et al, 2004; CORCORAN et al,
2011; BOURGENOIS-DAIGNEAULT e THIBODEAU, 2012).
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2.2 JUSTIFICATIVA

A importancia da expressdo génica das proteinas citoliticas presentes no
interior de granulos dos LTC e células NK ja foi bem caracterizada na atuacdo da
resposta imunolégica frente as células tumorais ou previamente infectadas por virus
(VOSKOBOINIK et al, 2015).

Estudos demonstram a baixa expressao de perforina e granzima B em tecidos
tumorais de cancer de pulmdo em comparacao a tecidos saudaveis, enquanto que a
elevada expressdo destas proteinas foi associada a outras patologias como a
linfohistiocitose hemofagocitica (MELLOR-HEINEKE et al, 2013). Em estudo anterior
realizado nos Laboratérios de Pesquisas Hematologicas da Disciplina de
Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, foi
observado que pacientes com LNH que possuiam maior expressao génica granzima
B e menor expressao proteica de perforina nas células NK quando comparados com
individuos saudaveis. Pacientes com expressao génica reduzida de perforina e
granzima B apresentaram menores faixas de sobrevida (SOUZA et al, 2018).

A divergéncia da resposta imunologica frente ao céncer esta associada a
capacidade de ativacdo das células efetoras e aos diferentes mecanismos de
escape pelo qual as células tumorais utilizam para evitar a apoptose. Atualmente, os
receptores inibitérios tornaram-se alvo de diferentes estudos que avaliam a sua
influéncia no desenvolvimento do tumor.

Estudo demonstra a elevada expressdo destes receptores em células T no
microambiente tumoral de LNH associada a capacidade das células tumorais na
imunossupressao da resposta imunologica, favorecendo o desenvolvimento das
células tumorais (JOSEFFERSON et al, 2019).

Considerando a importancia das proteinas citoliticas e dos receptores
inibitdrios no processo de ativacdo de LTC e células NK, nota-se a importancia de
avaliar a expressdo destes receptores inibitérios no sangue periférico e em
simultaneo a expressao das proteinas citoliticas a fim de investigar todos os fatores
gque possam afetar os mecanismos imunoldgicos frente as células tumorais de

pacientes com LNH e MM.
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2.3 HIPOTESES

Levantamos a hipotese de que os pacientes com neoplasias linfoproliferativas
apresentam menor expressao génica das proteinas citoliticas e dos receptores de
ativacdo das células efetoras e maior expressdo génica dos receptores inibitorios
quando comparados aos individuos saudaveis.

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo geral

Analisar a expressao de genes envolvidos na inibicdo e ativacdo de células
NK e LTC e na producéo de proteinas citoliticas utilizadas por estas células na

defesa imunolégica contra as células tumorais de pacientes com LNH e MM.

2.4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:
1) Quantificar e comparar a expressado génica de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3,
MARCH-1, Fas, Fas-L e CD86 em pacientes com LNH e MM.
2.))  Quantificar e comparar a expressdo génica de perforina e granzima B em
pacientes com LNH e MM.
3) Correlacionar a expressao génica dos receptores inibitérios com a expressao
génica das proteinas citoliticas.

4.)  Analisar a expressao génica com a sobrevida nos pacientes com LNH e MM.
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25 METODOLOGIA
2.5.1 Casuistica

Este estudo analitico do tipo caso-controle, de carater biolégico e
observacional, foi desenvolvido com a participacdo consciente e voluntaria de 27
(vinte e sete) pacientes com LNH e 18 (dezoito) pacientes com MM atendidos no
Servico de Onco-Hematologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (HC-UFTM). Também foram incluidos no estudo 34 (trinta e
quatro) individuos saudaveis para compor o grupo controle dos experimentos.

2.5.1.1 Critérios de inclusdo para pacientes

1) Diagnostico de LNH ou MM no HC-UFTM.

2.) Possuir mais de 18 anos.

2.5.1.2 Critérios de exclusao para pacientes

1) Ter realizado tratamento quimioterapico antes da abordagem pela equipe de

pesquisadores.

2.5.1.3 Critérios de incluséo para grupo controle

1) Possuir mais de 18 anos

2.5.1.4 Critérios de exclusao para grupo controle

1) Possuir historico de neoplasias, doengas autoimunes ou infecciosas cronicas

ou ativas no momento da inclusao no estudo.
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2.5.2 Consideracg0fes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, via Plataforma Brasil sob o numero de parecer
2.555.435 (CAAE 70610416.9.0000.5154) (Anexo 01).

2.5.3 Coleta de sangue periférico e preparacdo das amostras

Apls a aplicagdo do termo de consentimento livre e esclarecido e sua
aceitacdo pelos participantes selecionados, foram coletados 10mL de sangue
periférico por meio de puncdo venosa em tubos de coleta contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A coleta da amostra bioldégica nos pacientes
com LNH e MM foi realizada ap6s a confirmac¢do do diagnéstico e antes que 0s
pacientes iniciassem o protocolo padrao de tratamento quimioterdpico, caso este
fosse solicitado pelo médico responsavel.

Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Pesquisas
Hematoldégicas da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da UFTM para o seu
processamento. No laboratério, os tubos de sangue foram centrifugados a 2.500g
por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi coletado 500uL da
camada de células intermediarias de buffy coat formada entre o plasma e as
hemacias, que foi armazenada em freezer -80°C apds a adicdo 500uL da solucao
estabilizadora RNA later solution (Ambion®, Austin, EUA).

2.5.4 Avaliacdo da expressao génica

2.5.4.1 Extracao do acido ribonucleico (RNA)

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o kit de extracdo SV Total RNA
Isolation System® (Promega, Madison, EUA), seguindo as especificacbes do
fabricante.

Para o protocolo de extragao, inicialmente foi realizado o descongelamento
das células previamente coletadas e armazenadas na solucdo estabilizadora. Em
seguida, esse material foi centrifugado a 400g por 5 minutos e o sobrenadante

descartado cuidadosamente. Apos a centrifugacao, foi adicionado um volume de
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1mL da solugdo “Red Blood Cell Lysis” e realizada novamente a etapa de
centrifugacéo a 400g por 5 minutos.

Posteriormente, foi adicionado ao pellet residual pos-centrifugacdo 175uL da
solugdo de “RNA Lysis Buffer” e 350uL de “RNA Diluition Buffer’. Em seguida, foi
realizada uma homogeinizacdo manual, com o auxilio de uma pipeta e inversdo do
tubo. Os tubos foram entdo mantidos em banho-maria a 70°C por 3 minutos e
centrifugados a 12.000g por 10 minutos a temperatura ambiente. O conteudo
sobrenadante transferido a novos tubos estéreis.

A seguir, foi realizada a transferéncia da solu¢éo recém lisada para tubos de
microcentrifuga. Foram adicionados 200uL de etanol 95%, seguido de sucessivas
homogeneizacbes manuais para promover o isolamento do RNA oriundo dos
leucdcitos totais. Apds a homogeneizacao, o conteddo dos tubos foi transferido para
colunas de membrana de silica que foram centrifugadas a uma velocidade de
12.000g por 1 minuto em temperatura ambiente. O eluato foi descartado e em
seguida foram adicionados 600uL de “RNA Wash Solution” no interior da coluna
para a realizacdo de uma nova etapa de centrifugacdo nas mesmas condicfes da
anterior. O eluato foi descartado e em seguida, foi adicionado 50uL da solucdo
“‘DNase” composta de 40uL de “Yellow Core Buffer”, 5uL de “0,09M de MnCl,” e 5uL
de “enzima DNase I”, diretamente na membrana da coluna. As amostras foram
incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos e apdés a incubacéo, foram
adicionados 200uL “DNase Stop Solution” na coluna e este material centrifugado a
12.000g por 1 minuto em temperatura ambiente. Ao final da centrifugacédo, todo o
volume presente no interior dos tubos foi descartado.

Foi entdo realizada a adicao de 250uL de “RNA Wash Solution”, seguida de
uma etapa de centrifugacdo a 14.000g por 2 minutos em temperatura ambiente.
ApoGs a centrifugacdo, as colunas utilizadas nesta metodologia foram transferidas
para novos tubos de eluicdo estéreis e foram acrescentados 100uL de agua livre de
nuclease diretamente na membrana. Por fim, foi realizada uma ultima etapa de
centrifugacdo a 12.000g por 1 minuto a temperatura ambiente. As colunas foram

descartadas e as amostras de RNA extraido foram armazenadas em freezer -80°C.
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2.5.4.2 Transcricao reversa

Posteriormente a extracdo do RNA dos leucécitos totais, foi realizado a

transcricdo reversa do material recém-obtido, utilizando-se o kit High-Capacity cDNA
Archieve Kit, seguindo as orientacdes do fabricante (Applied Biosystems®, Foster
City, EUA).
A reacao de transcricdo reversa foi caracterizada pela formacdo de um mix incluindo
2uL de 10X RT Buffer, 0,8uL de 25X dNTP Mix (100mM), 2,0uL de 10X RT Random
Primers, 1,0uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 4,2uL de Nuclease-free
H,O. Posteriormente, foram adicionados o volume de 10uL do mix recém preparado
e 10uL de RNA total de cada amostra em tubos de PCR. Em seguida, os tubos
foram alocados no interior do aparelho Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, Foster City, EUA) nas seguintes condi¢des: 25°C por 10 minutos,
37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

2.5.4.3 PCR quantitativa (qPCR)

Apbs a extracdo do RNA e transcricdo reversa desse material em DNA
complementar (cDNA), foi realizada a quantificagdo dos genes de interesse
utilizando-se sondas TagMan (Applied Biosystems®, Foster City, EUA) por PCR em
tempo real. Também foi avaliada a expressédo do gene de referéncia p-actina, com o
objetivo de normalizar os valores obtidos, uma vez que este gene é
constitutivamente expresso nas células humanas. A quantificacdo dos genes de
interesse foi realizada conforme as orientacbes do fabricante e segundo as

recomendacdes descritas na literatura (BUSTIN et al, 2009).
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Tabela 02 - Lista de codigos das sondas TagMan utilizadas no experimento.

Gene de interesse Codigo das sondas

TagMan
Perforina Hs00169473 _m1l
Granzima B Hs01554355 m1l
PD-1 Hs01550088 m1
PD-L1 Hs00204257_m1
Fas Hs00236330_m1
Fas-L Hs00181226 g1l
CTLA-4 Hs00175480_m1
CD86 Hs01567026_m1
TIM-3 Hs00958618 m1
MARCH-1 Hs00991123 m1l
B-actina Hs99999903 m1l

Fabricante Applied Biosystems®, Foster City, EUA

Em uma capela de fluxo laminar foi realizada a preparacdo do mix necessario
para a quantificacdo génica dos genes de interesse com a utilizacdo do kit GoTag®
gPCR Master Mix (Promega, Madison, EUA), seguindo as orienta¢des do fabricante.
Em tubos estéreis especificos para cada sonda, foram adicionados 5,0uL de master
mix e 0,5uL de sondas TagMan (Applied Biosystems®, Foster City, EUA) para a
realizacdo cada ensaio referente as sondas TagMan de interesse. Em seguida, foi
realizado a montagem das placas de gPCR, adicionando-se 4,5uL de cDNA diluidos
em 1/30 de cada paciente e individuo saudavel analisado e 5,5uL de mix recém
produzido para cada gene de interesse.

Posteriormente, as placas foram seladas com selos adesivos transparentes
MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems®, Foster City, EUA) e
levadas ao termociclador em tempo real 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems®, Foster City, EUA).
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2544 Analise Estatistica

Os dados contendo os valores de CT das reacdes de amplificacdo génica
realizada pelo ensaio de qPCR foram organizados em planilha no software Excel
(Microsoft, USA). Os valores de expressao génica foram calculados pelo método de
quantificacdo relativa (RQ) da transcricdo do mRNA alvo e calculada por 2°T,
sendo ACT= CTgene avo— CTheta-actina.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Prism, San Diego, EUA). Apdés a aplicacdo do teste de
normalidade Kolmogorov-Simov e a observacdo de distribuicdo ndo-normal das
amostras, os célculos de comparacao entre as medianas de ACT entre dois grupos
foram realizados utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Os calculos de comparacao
entre trés grupos foram realizados pelo teste Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.
Os calculos de correlacao realizados pelos testes de Spearman entre duas variaveis
apresentaram distribuicdo ndo normal (p#0). As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05.
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2.6 RESULTADOS

2.6.1 Caracterizacdo da populacéo de pacientes e individuos saudaveis

A quantificagdo da expressdo dos genes de interesse foi realizada em um
grupo de 27 pacientes com LNH, sendo 13 do género masculino e 14 do género
feminino, com idade variando de 23 a 97 anos (mediana de 67 anos) e em 18
pacientes com MM, sendo 09 do género masculino e 09 do género feminino, com
idade de 38 a 83 anos) (mediana de 68 anos). Ao considerar a capacidade
proliferativa das células tumorais do LNH observamos que este grupo de pacientes
foi composto por 08 pacientes com LNH indolente e 19 pacientes com LNH
agressivo. Simultaneamente, foi avaliado um grupo de 34 individuos saudaveis,
constituido por 17 homens e 17 mulheres, com idade de 28 a 76 anos (mediana de
60 anos) (Tabela 03).

Tabela 03 - Caracterizagédo da populacao avaliada no estudo.

LNH MM Individuos Valor de p
Saudaveis
n (%) n (%) n (%)
Total 27 (100%) 18 (100%) 34 (100%)
Género
- Feminino 14 (51,85%) 09 (50%) 17 (50%) 0,9879
- Masculino 13 (48,15%) 09 (50%) 17 (50%)
Tipos de LNH
- Indolente 08 (29,63%) - -
- Agressivo 19 (70,37%) - -
Idade (anos)
Mediana (min- 67 (23-97) 68 (38-83) 60 (27-76) 0,0920

max)

Legenda: LNH: linfoma ndo-Hodgkin; MM: mieloma multiplo. Teste de Qui-Quadrado.
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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2.6.2 Expressédo génica em LNH e individuos saudaveis

Os pacientes com LNH apresentaram niveis significativamente maiores de
expressdo génica de granzima B (p=0,0238) e menores de Fas-L (p=0,0066),
comparado aos individuos saudaveis. Ndo observamos diferengas significativas na
expressao de perforina (p=0,4684) e CD86 (p=0,6462) entre os grupos (Figura 09).

Figura 9 - Expressao génica de perforina (PRF), granzima B (GZMB), Fas-L e CD86
em pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (LNH) e individuos saudaveis.
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p=0,6462. Legenda: LNH — linfoma n&o-Hodgkin; PRF — perforina; GZMB — granzima B.
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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A avaliacdo da expressdo génica também demonstrou haver reducgdo
significativa na expresséo de PD-L1 (p=0,0423). Em relagdo aos demais receptores
avaliados, ndo foram encontrados diferencas significativas na expressao génica de
PD-1 (p=0,3845), CTLA-4 (p=0,4904), TIM-3 (p=0,8638), MARCH-1 (p=0,8067) e
Fas (p=0,0875) entre os grupos (Figura 10).
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Figura 10 - Expressao génica de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3, MARCH-1 e Fas em
pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (LNH) e individuos saudaveis.
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N&o observamos correlacdo significativa entre os niveis de expressdo de
perforina e granzima B com os niveis de PD-L1 (p=0,1126/r=-0,3124; p=0,3032/r=-
0,2057, respectivamente) ou Fas-L (p=0,2673/r=-0,2258; p=0,7614/r=0,06256;
p=0,4143/r=0,1672, respectivamente) e entre as expressbes de PD-L1 e PD-1
(p=0,5653/r=-0,1208). Porém, foi observada correlagdo significativa entre as
expressdes génicas de CD86 e MARCH-1 (p=0,0010/r=0,6088) e CTLA-4 e CD86
(p<0,0001/r=0,9903) (Figura 11).
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Figura 11 - Correlacdes entre a expressao de perforina (PRF), granzima B (GZMB) e
Fas com PD-L1 e Fas-L, CD86 com MARCH-1 e CTLA-4 e PD-1 com PD-L1 em
pacientes com linfoma n&o-Hodgkin (LNH).
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Ao subdividir os pacientes quanto a capacidade de proliferacdo da célula
malignizada, ndo se observou diferengca significativa na expressdo génica de
perforina, granzima B, Fas, CD86, TIM-3, CTLA-4 e MARCH-1 em pacientes com
LNH agressivos e indolentes quando comparados entre si € com os individuos
saudaveis. No entanto, ao analisar a expressao dos receptores PD-1, PD-L1 e Fas-
L, verificou-se que os pacientes com LNH indolente possuem redugé&o significativa
tanto na expressdo de PD-L1 (p=0,05) quanto de Fas-L, (p=0,05) em relacdo aos
individuos saudaveis. Contudo, os pacientes com LNH agressivo apresentam
somente menor expressao de Fas-L (p=0,001) quando comparado com o0s

individuos saudaveis (Figura 12a e Figura 12b).
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Figura 12a - Niveis de expressdo génica de perforina (PRF), granzima B (GZMB),
Fas-L e CD86 em pacientes com linfoma nao-Hodgkin (LNH) agressivo, LNH

indolente e individuos saudaveis.
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Figura 12b - Niveis de expressao génica de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3, MARCH-1
e Fas em pacientes com linfoma n&o-Hodgkin (LNH) agressivo, LNH indolente e

individuos saudaveis.
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Em relacdo & andlise de sobrevida dos pacientes com LNH, foi observada
correlacdo significativa somente entre a porcentagem de sobrevida e a expressao
génica de granzima B (p=0,0171), do qual os pacientes com expressao deficiente

para esta proteina citolitica apresentaram (Figura 13).
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Figura 13 - Andlise de sobrevida dos pacientes com linfoma ndo-Hodgkin (LNH), de
acordo com a expressao de proteinas citoliticas, receptores e moléculas inibitérias.
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2.6.3 Expresséo génica em MM e individuos saudaveis

A expressao desses genes também foi avaliada em um grupo de 18 pacientes
com MM. Nao foram observadas expressbes génicas significativas de perforina
(p=0,3720), granzima B (p=0,4134), Fas-L (p=0,0699) e CD86 (p=0,4011) quando

comparados aos individuos saudaveis (Figura 14).
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Figura 14 - Expressdo génica de perforina (PRF), granzima B (GZMB), Fas-L e
CD86 em pacientes com mieloma mdultiplo (MM) e individuos saudaveis.
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Também ndo foram observadas diferencas significativas na expressado génica
de PD-1 (p=0,5049), PD-L1 (p=0,7695), CTLA-4 (p=0,1037), TIM-3 (p=0,4841),
MARCH-1 (p=0,6187) e Fas (p=0,3821) entre estes grupos (Figura 15).
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Figura 15 - Expresséo génica de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3, MARCH-1 e Fas em
pacientes com mieloma multiplo (MM) e individuos saudaveis.
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Foi observada correlagéo significativa de moderada a alta entre PRF com PD-
L1, Fas-L e MARCH-1 (p=0,0280/r=-0,5170; p=0,0353/r=-0,4985 e p=0,0107/r=-
05851, respectivamente), GZMB com MARCH-1 (p=0,0361/r=-0,4964) e CD86 com
MARCH-1 (p=0,0002)/r=0,7668) (Figura 16).
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Figura 16 - Correlacdo da expresséo génica de perforina (PRF), granzima B (GZMB)
e Fas com PD-L1, Fas-L e MARCH-1, CD86 com MARCH-1 e CTLA-4 e PD-1 com
PD-L1 em pacientes com mieloma multiplo (MM).
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Ao avaliar a sobrevida destes pacientes, ndo observamos diferencas
significativas quanto aos niveis de expressao de Fas (p=0,05263), PD-1 (p=0,6667),
PD-L1 (p=0,8185), CTLA-4 (p=0,2357), TIM-3 (p=0,1985) e MARCH-1 (p=0,0655).
Apesar de nao significativas, observou-se uma maior sobrevida nos pacientes com
maiores niveis de PRF (p=0,0521), GZMB (p=0,0833), CD86 (p=0,0655), Fas-L
(p=0,0655), MARCH-1 (p=0,0655) (Figura 17).
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Figura 17 - Analise de sobrevida dos pacientes com mieloma multiplo (MM), de
acordo com a expressao de proteinas citoliticas, receptores e moléculas inibitorias.
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2.7 DISCUSSAO

O conhecimento das caracteristicas imunologicas relacionadas ao processo
de ativacdo de LTC e células NK é o foco de pesquisas que visam compreender
como os disturbios na atividade do sistema imune interferem na resposta terapéutica
e/ou no prognostico de doencgas onco-hematolégicas (PARDOLL, 2012; LI et al,
2017; INTHAGARD et al, 2019).

A quantificacdo da expressdo génica de perforina e granzima B, proteinas
fundamentais para o desempenho de LTC e células NK nos permite avaliar a
resposta citotéxica mediada por granulos, desempenhada por estes tipos celulares.

No presente estudo, foi observado que os pacientes com LNH apresentaram
niveis elevados na expressdo de granzima B em comparacdo aos individuos
saudaveis. Acreditamos que essa maior expressdo seja devido a ativacdo das
células efetoras do sistema imune na tentativa de promover a apoptose das células
tumorais. Essa hipotese é subsidiada por estudos que identificaram elevados niveis
de granzima B em células NK do sangue periférico de pacientes com linfoma difuso
de grandes células B no momento do diagndstico, assim como foi por nés observado
(COX et al, 2015; BATTELLA et al, 2017).

Apesar de termos encontrado maiores niveis na expressdo génica de
perforina ndo observamos diferencas significativas entres os pacientes com LNH e
os individuos saudaveis. Possivelmente, a grande variabilidade da expressao génica
de perforina encontrada entre os individuos saudaveis tenha prejudicado a analise
destes resultados.

Em relag&o aos pacientes com MM, ndo observamos diferengas significativas
na expressado de perforina e granzima B entre pacientes e individuos saudaveis.
Nossos dados divergem com a literatura que demonstra haver niveis reduzidos
destas proteinas citoliicas em células citotoxicas de pacientes com MM
(XAGORARIS et al, 2001). Assim como observado no LNH, acreditamos que a
auséncia de significancia observada possa ocorrer devido a variabilidade da
expressao génica encontrada nos individuos saudaveis.

Com o objetivo de identificar possiveis fatores que poderiam interferir na
expressdo de perforina e granzima B, diversos receptores inibitorios foram

estudados no presente trabalho. Estes receptores e moléculas inibitérias quando



64

expressos na superficie das células efetoras e tumorais atuam na promoc¢do da
ineficiéncia imunoldgica frente as células tumorais do LNH e do MM (ROSENBLATT,
AVIGAN; 2017; HILMENYUK et al, 2018).

Concomitantemente a elevada expressdo de granzima B, observamos que os
pacientes com LNH apresentaram redugcdo na expressao génica de Fas-L e PD-L1.
Esse achado nos mostra que nestes pacientes, 0 mecanismo de defesa
predominantemente utilizado pelos linfocitos citotdéxicos foi o relacionado a morte
mediada por granulos citoliticos e néo pela via Fas/Fas-L.

Os receptores Fas-L e PD-L1 também s&o responsaveis por exercer um papel
importante no processo de autorregulacdo das células efetoras, prevenindo o
excesso de ativacdo com consequente apoptose das células efetoras. Neste
cenario, os niveis aumentados de granzima B somados aos niveis reduzidos de
PDL-1 e Fas-L nos fazem acreditar que os pacientes com LNH apresentam um
excesso de ativacdo das células efetoras presentes no sangue periférico e que,
neste contexto, os conhecidos fatores inibitérios que nos avaliamos atuem apenas
no microambiente tumoral. Esta hipotese é reforcada pelos achados de Dilly-Feldis e
colaboradores (2019) que identificaram forte expressdo de PD-L1 em bidpsias de
pacientes com linfoma de Hodgkin.

A capacidade de autorregulacdo dos LTC e células NK pelos receptores PD-
L1 e Fas-L ocorreu de maneira distinta ao considerar as caracteristicas proliferativas
das células tumorais. Neste estudo PD-L1 esteve significativamente diminuido em
pacientes com LNH indolente, enquanto Fas-L mostrou-se reduzido tanto em
pacientes com LNH indolente quanto agressivo. A literatura demonstra que a
capacidade das células efetoras expressarem estas moléculas varia conforme a
doenca. Estudo em pacientes com gliomas de alta capacidade proliferativa
demonstrou que a alta expressdo génica de Fas-L encontra-se diretamente
relacionada a menor capacidade citotoxica de células efetoras (WERNER et al,
2017). Estudo em pacientes com carcinomas orais de células escamosas demonstra
elevada expressdo de PD-L1 tanto no microambiente tumoral como no sangue
periférico (WEBER et al, 2017).

O presente estudo também avaliou a expressao dos genes que codificam
CD86, MARCH-1, CTLA-4 e TIM-3, porém nao foram observadas diferencas

significativas entre pacientes com LNH e individuos saudaveis.
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Apesar de nossos dados ter mostrado maior expressao de TIM-3 e CTLA-4
nos LNH indolentes e maior expressédo de CD86 nos LNH agressivos, as diferencas
nao foram estatisticamente significantes. Outros estudos demonstram o aumento da
expressao destes receptores e moléculas inibitérias em pacientes com linfomas
agressivos de células NK/T e leucemias linfoblasticas agudas (MANOSUR, 2014;
LIAO et al, 2018). Esta divergéncia de resultados poderia estar relacionada a
maneira de quantificacdo destes receptores, seja na superficie celular, sollveis no
citoplasma, presentes ou ndo no microambiente tumoral, tipos de neoplasias e
namero de pacientes avaliados.

Embora nosso estudo ndo demonstre correlagdes significativas entre as
expressdes relativas das proteinas citoliticas e receptores inibitérios, estudos
demonstraram a presenca de correlacdes significativas, variaveis conforme o subtipo
da doenca e os receptores avaliados (MAZZASCHI et al, 2019).

Ainda no LNH foi observada uma correlacao significativa entre as expressoes
de MARCH-1 e CD86, demonstrando que a expressao relativa de CD86 e a
atividade imunolégica destes pacientes ndo sado afetadas pela expressdo da
molécula inibitéria MARCH-1. Este cenario ocorre devido a expressdo desta
molécula inibitéria ser frequentemente observada em células imaturas, como células
dendriticas e células da linhagem B que podem ser localizadas em tecidos
pulmonares, linfoides e esplénicos e ndo em células citotoxicas e maduras
localizadas no sangue periférico. (GASSART et al, 2008).

Concomitantemente a correlacdo anterior, nosso estudo também demonstrou
haver uma correlacdo significativa e diretamente proporcional entre as expressdes
relativas de CTLA-4 e CD86 no LNH. Acreditamos que esta correlacéo possa indicar
suas relacdes proximas em termos de funcdes celulares no processo de regulacao
da resposta imune na patologia do LNH, assim como foi observado a correlacao de
CTLA-4 e CD80 na regulagcdo imunolégica de pacientes com artrite reumatoide
(CAO et al, 2012).

A ativagdo da resposta imune no LNH também interferiu na sobrevida dos
pacientes avaliados. Nosso estudo mostrou que 0s pacientes que apresentaram
elevados niveis de granzima B possuem maior sobrevida. Assemelhando-se a estes
resultados, estudo realizado por nosso grupo de pesquisa em uma coorte menor de
pacientes com LNH, também observou que a maior expressao génica de granzima B

esta relacionada a maior sobrevida (SOUZA et al, 2018).
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Em relacdo a expressao de PD-L1, nossos dados demonstraram que a
deficiéncia na expressdo desta molécula inibitoria apresenta taxa de sobrevida
semelhante aos pacientes com niveis de expressao normal. Ndo ha consenso na
literatura quanto a expressdo de PD-L1 e o progndstico de pacientes com LNH
(KIYASU et al, 2015; MIYOSHI et al, 2016 ZHAO et al, 2018). Devemos ainda
considerar que nosso estudo avaliou a expressédo génica desta molécula no sangue
periférico enquanto a literatura correlaciona a expressao e o prognostico da doenca
ao avaliar a expressao no microambiente tumoral, uma vez que neste ambiente
existem outros componentes que podem interferir na capacidade citotoxica dos LTC
e células NK.

Como j& descrito anteriormente, os receptores inibitérios PD-1 e CTLA-4
interferem no mecanismo de ativacdo das células efetoras do sistema imunoldgico.
Porém, ao considerar a porcentagem de sobrevida do LNH, nosso estudo observou
que a maior sobrevida encontra-se relacionada nos pacientes que apresentam
maiores niveis de expressdes dos genes que codificam estas moléculas. Este
achado também foi observado em estudo que verificou uma associacao entre a
elevada expressao de PD-1 e um maior periodo livre de doenca em pacientes com
linfomas foliculares (MEIRAYV et al, 2017).

No MM, usualmente ocorre uma diminuicdo da resposta imunoldgica no
microambiente tumoral. Neste cenario, a interacdo entre as células do estroma da
medula déssea e o0s osteoclastos € capaz de promover a manutencdo da
imunossupressao a partir da indugéo e secrecao de diferentes moléculas inibitérias e
ligantes, como o PD-L1 e galactina-9, promovendo a inibicdo da proliferacdo e
ativacao de linfocitos T CD4+ e CD8+ (TAl et al, 2018).

Apesar de ndo termos observado diferencas significativas na expressao
génica de PD-1, PDL-1, TIM-3 e MARCHL1 e das proteinas citoliticas nos pacientes
com MM, podemos inferir que estes pacientes possam apresentar uma resposta
imunolégica imunossuprimida ao considerar a correlagdo significativa e
inversamente proporcional entre as expressdes génicas de perforina e granzima B
com PDL-1 e MARCH-1, mesmo sem a possibilidade de observar diferencas nas
expressodes destes fatores entre MM e individuos saudaveis.

Estudos demonstram a reducdo do sistema imunoldgico pela correlacdo
inversamente proporcional de MARCH-1 e CD86 em células dendriticas e em
monocitos (THIBODEAU et al, 2008; BRAVALLE et al, 2011). Em contrapartida,
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acreditamos que a correlagdo diretamente proporcional observada entre as
expressoes relativas destes marcadores possa relacionar-se como uma tentativa
falha do sistema imunoldgico destes pacientes em evitar a ImMuNOSSUPressao
ocasionada pela expressdo da proteina inibitoria MARCH-1. Cabe ressaltar que
ainda sdo escassos os trabalhos que avaliam a expressdo destas moléculas
inibitérias nesta enfermidade.

Em simultdneo a esta analise, acreditamos que a inversdo de expressao
génica de PRF e Fas-L encontrada no MM também poderia ser resultante de um
mecanismo compensatorio utilizado pelos linfécitos citotdxicos, uma vez que na
deficiéncia de producdo de perforina, a célula poderia desviar a linha de defesa para
a morte via ligacdo Fas/Fas-L. Este mecanismo ja foi descrito por Kagi e
colaboradores (1994) que observaram em estudos in vitro a maior ativacdo do
sistema de morte celular mediada pelos receptores Fas/Fas-L em células citotoxicas
deficientes de perforina.

Além disso, este estudo demonstrou haver uma tendéncia, embora né&o
significativa, a pior sobrevida dos pacientes com MM que apresentaram menores
niveis da expressdo génica de perforina, granzima B, Fas-L e CD86. A literatura
confirma a pior porcentagem de sobrevida em pacientes deficientes na expresséo
génica de perforina e granzima B, uma vez que as células tumorais do MM sé&o
altamente sensiveis a morte mediada por granulos citoliticos (XAGORARIS et al,
2001). Possivelmente a ndo observancia de resultados estatisticamente
significativos se deve ao numero de individuos avaliados, uma vez que os valores de
“p” estiveram bem préximos de 0,05. Mesmo assim, fica evidente a importancia
destes fatores para o controle do MM, onde uma diminuicdo de sua expressao

diminuiu claramente a sobrevida do paciente.
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Assim, os resultados permitiram a constatacdo de que pacientes com LNH e
MM apresentam caracteristicas imunoldgicas distintas. A comparacdo entre estas
doencas nos leva a crer que ocorra um excesso de ativacdo das ceélulas efetoras no
LNH, cursando com aumento de granzima B e diminuicdo de PD-L1 e Fas-L. Por
outro lado, foi possivel identificar uma imunossupressdo a nivel periférico nos
pacientes com MM, evidenciado pela associacdo inversa e significativa nos niveis de

PD-L1 e MARCH-1 com a expresséo génica de perforina.
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3. CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

o Pacientes com LNH apresentaram: aumento na expressdo génica de
granzima B, assinalando o aumento da resposta imunoldgica frente as células
tumorais; expressdes significativamente reduzidas de PD-L1 e Fas-L; correlagéo
inversamente proporcional entre as expressdes génicas de granzima B com PD-L1 e
Fas-L e correlacdo moderada entre as expressdes génicas de MARCH-1 e CD86;
menor sobrevida naqueles com niveis reduzidos de expressao génica de granzima B
o Pacientes com LNH agressivos apresentaram uma reducdo de Fas-L
enquanto que aqueles com LNH indolentes apresentaram uma reducéo de Fas-L e
PD-L1 em relacdo aos individuos saudaveis.

o Pacientes com MM apresentaram: correlacdes inversamente proporcionais
entre as expressoes génicas de perforina com PD-L1, Fas-L e MARCH-1; granzima
B com MARCH-1, o que pode assinalar uma imunossupressdo e correlacédo
diretamente proporcional entre MARCH-1 e CD86; tendéncia a menor sobrevida
quando foram observados menores niveis de expressdo génica de perforina,
granzima B, CD86 e Fas-L.

o Pacientes com LNH e MM apresentam caracteristicas imunoldgicas distintas
quanto a sua defesa imunolégica. Observou-se uma ativacdo das células efetoras no
LNH, cursando com aumento de granzima B e diminuicdo de PD-L1 e, no caso do
MM, constatou-se uma imunossupressdo a nivel periférico, com a correlagcéo
inversamente proporcional entre as expressdes das proteinas citoliticas com PD-L1,
Fas-L e MARCH-1.
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