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RESUMO

O céancer é responsavel por uma a cada seis mortes no mundo. Dentre 0s mais
comuns em homens, esta o cancer de bexiga (CB). A forma mais comum de CB € a
ndo-musculo invasiva, sendo que metade desses casos tem recidiva apés
tratamento convencional e 30% evolui para a forma musculo invasiva, levando a
metdstase e a morte. A indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1l) € uma enzima
atualmente reconhecida como imunomoduladora desde que seu papel em proteger o
tecido embrionério contra o sistema imune materno foi demonstrado. A IDO tem sido
estudada em diversos tipos de cancer, sendo apontada como chave no escape
tumoral a vigilancia imunolégica hospedeira. Contudo, ha evidéncias de que a IDO
participe de fendmenos ndo-imunes, sendo um deles a invasao tumoral. Em estudo
prévio, demonstramos que a expressao da IDOL1 relaciona-se com o fendbmeno de
transicao epitélio-mesenquimal, um fenbmeno celular importante na invasao tumoral.
Porém, ainda nédo se sabe se a expressao de IDO é constitutiva em CB ou se ela é
influenciavel pelo microambiente, sendo estratégica na evolucdo tumoral. O objetivo
do estudo foi verificar se a expressdo de IDO1 é constitutiva em linhagens
estabelecidas de CB e se sofre alteracdo durante o processo de invasao tumoral.
Adicionalmente, verificar se suas vias de ativacdo sdo alteradas no mesmo
processo. O estudo foi constituido por uma fase in vitro e uma fase in vivo. Na fase
in vitro, a principal célula utilizada foi a T24, uma linhagem humana de carcinoma de
bexiga musculo-invasivo. A expresséao de IDO foi analisada nesta célula por PCR em
tempo real, sendo comparada com células RT4, uma linhagem de carcinoma
humano ndo-musculo invasivo. Ja para analisar o processo de invaséo, as células
T24 foram semeadas em sistema Matrigel/Transwell por 24 horas e classificadas
como células invasivas (IC) e células ndo-invasivas (NIC). Analisou-se a expressao
de IDO e de genes marcadores da ativagcédo de suas vias GCN2 e AHR entre essas
duas subpopulacdes, tanto logo apds a invasdo, como depois de subcultivo. Para
avaliar a influéncia da IDO na invaséao, células T24 foram induzidas com INF-gama,
um potente indutor da IDO, e incubadas com RNA de interferéncia para IDO ou
inibidor quimico, a fim de inibir sua expresséo e atividade, respectivamente. Na fase
in vivo, utilizou-se os modelos murinos ortotopico e ectopico de CB, a fim de avaliar
a expressdo de IDO por imunohistoquimica. Os resultados demonstraram que as
células T24 expressam mais IDO quando comparadas com as RT4. Nos resultados
de comparacao entre NIC e IC, houve uma diminuicdo na expressao da IDO1 logo
apos a migracdo, porém esta diferenca foi perdida quando as células foram
subcultivadas por 18 dias. Em relacdo a capacidade de invasao, quando as células
T24 foram tratadas com INFy, houve um aumento significativo na expressao de
IDO1, reduzindo significativamente a taxa de invasdo quando comparada a células
nao tratadas. O mesmo resultado referente a taxa de invasdo foi demonstrado
quando usado o silDO, ou seja, a inibicdo traducional da IDO inibiu
significativamente a invaséao celular no sistema Matrigel/Transwell. Na fase in vivo, a
expresséo de IDOL1 foi predominante baixa em células tumorais em areas de invasao
da musculatura, sendo que as células mais afastadas do fronte (periferia)
expressavam mais IDO1. Nossos resultados corroboram outros estudos, levantando
a hipétese de que as células de CB expressam diferentes niveis de IDO1 e que isso
pode influenciar o fenotipo celular e intensificar a invasividade tecidual.

Palavras-chave: Cancer de bexiga, Indoleamina 2,3-dioxigenase, Interferon-gama
(INFy), Resseccéao transuretral.



ABSTRACT

Cancer accounts for one in six deaths world wide. Among the most common in men
is bladder cancer (CB). The most common form of CB is non invasive muscle, with
half of these cases relapsing after conventional treatment and a significant portion
evolving to invasive muscle form, leading to metastasis and death. Indolamine 2,3-
dioxigenase 1 (IDO1) is an enzyme currently recognized as an immunomodulator
since its role in protecting embryonic tissue against the maternal immune system has
been demonstrated. IDO has been studied in several types of cancer and has been
identified as a key in tumor escape to host immune surveillance. However, there is
evidence that IDO participates in non-immune phenomena, one of them being tumor
invasion. In a previous study, we demonstrated that the expression of IDO1 is related
to the epithelium-mesenchymal transition phenomenon, an important cellular
phenomenon in tumor invasion. However, it is not yet know the expression of IDO is
constitutive in CB or if it is influenced by the microenvironment, being strategic in the
tumor evolution. The aim of the study was to verify if the expression of IDO1 is
constitutive in established CB strains and if it changes during the tumor invasion
process. Additionally, check if their activation pathways are changed in the same
process. The study consisted of an in vitro phase and an in vivo phase. In the in vitro
phase, the main cell used was T24, a human strain of muscle-invasive bladder
carcinoma. IDO expression was analyzed in this cell by real-time PCR and compared
with RT4 cells, a non-invasive human muscle carcinoma strain. To analyze the
invasion process, T24 cells were seeded in Matrigel/transwell system for 24 hours
and classified as invasive cells (IC) and non invasive cells (NIC). The expression of
IDO and marker genes of the activation of their GCN2 and AHR pathways between
these two subpopulations, both after invasion and after subculture, was analyzed. To
assess the influence of IDO on invasion, T24 cells were induced with INF-gamma, a
potent IDO inducer, and incubated with interfering RNA for IDO or chemical inhibitor
to inhibit their expression and activity, respectively. In the in vivo phase, the
orthotopic and ectopic murine CB models were used to evaluate the expression of
IDO by immunohistochemistry. The results showed that T24 cells express more IDO
when compared to RT4. In the comparison results between NIC and IC, there was a
decrease in IDO1 expression soon after migration, but it was lost when the cells were
subcultured for 18 days. Regarding invasion capacity, when cells were treated with
INFy, there was a significant in crease in IDO1 expression in T24 cells, significantly
reducing the invasion rate when compared to untreated cells. The same result
regarding invasion rate was demonstrated when using silDO, translational inhibition
of IDO significantly inhibited cell invasion in the Matrigel/Transwell system. In the in
vivo phase, IDO1 expression was predominant low in tumor cells in areas of invasion
of the muscles, and the cells farther from the forehead (periphery) expressed more
IDO1. Our results corroborate other studies, raising the hypothesis that CB cells
express different levels of IDO1 and that this on the T24 cell phenotype by
intensifying tissue invasive.

Keywords: Bladder cancer, Indolamine 2,3-dioxigenase, Interferon-gamma,
Transurethral resection.
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1 INTRODUCAO

O céncer é responsavel por uma a cada seis mortes no mundo. Por ano, mais
de 14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer, e até 2030 a estimativa € que esse
namero possa subir para mais de 21 milh6es de pessoas (1). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) indica que, por ano, cerca de 8.8 milhdes de pessoas
morrem de cancer e que destas, o0 maior numero refere-se a paises de baixa e
média rendas (1).

No Brasil, segundo informagdes do Instituto Nacional do Cancer, estima-se a
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer para cada ano em 2018 e 2019.
Destes, os principais no homem sao os canceres de prostata, pulmao, intestino,
estbmago e cavidade oral (1).

Ja nas mulheres, os canceres de mama, intestino, colo do Utero, pulméo e
tireoide sdo mais comuns (1). Para o cancer de bexiga (CB), estima-se 6.690 casos
novos em homens e 2.790 novos casos em mulheres para cada ano,
correspondendo a um risco estimado de 6,43 casos novos a cada 100 mil homens,
ocupando, assim, a sétima posi¢éo, conforme Figura 1 (1).

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%
N el N Homens Mulheres
Traqueia, Bronquio € Pulmdo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12,530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Distribuic@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Retirado de INCA, 2018 (1).

Em relacdo aos Estados Unidos, o cancer é a segunda principal causa de
morte (2). De acordo com o levantamento do National Cancer Institute’s Surveillance
Epidemiology and End Results (2018), cerca de 1,7 milhdo de pessoas seriam
diagnosticadas com cancer em 2018 ao redor do mundo, sendo o diagndstico mais
comum o cancer de mama, com aproximadamente 266.120 mulheres e 2.550
homens, seguido do cancer de pulméao e brénquios, com uma estimativa de 234.030

novos casos, como mostra a Figura 2 (3).
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Novos Casos de Cancer, 2018 Mortes por Cancer, 2018

@ Mama:268,670 @ ruimio e brénquio: 154.050
. Pulmdo e brénquic: 234.030 . Célon e reto: 50.630

. Prostata: 164.690 Pancreas: 44,330

@ célonereto: 140,250 @ mama:s1.400

@ outros: 927.710 @ outro: 319.230

Figura 2. Distribuicdo dos novos casos e de morte por cancer para os principais tipos
de cancer. Adaptado de National Cancer Institute, 2018 (3).

1.1 Cancer de bexiga (CB)

O CB é classificado como a segunda malignidade mais comum do trato
geniturinario nos Estados Unidos, ficando atrds apenas do cancer de pristata, com
aproximadamente 81.000 novos casos e 17.000 mortes a cada ano a partir de 2018,
representando 4,7% de casos, como mostra a Figura 3 (3).
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Novos O cancer de bexiga representa
Tipos comuns de casos Mortes 4,7% de todos 0s novos casos de
cancer estimados 2018 Estimadas 2018 cancer nos EUA.
Cancer De Mama
I . 266.120 40,920
(Feminino)
Cancerde Pulm3oe
2 & 234.030 154,050
Bronquio
3 C3ncerde prostata 164,690 25,430
4 Cancer colorretal 140,250 50.630
4,7%
5 Melanoma da pele 91,270 8.320
6 Cancerde bexiga 81,190 17,240
7 Linfoma N3o-Hodgkin 74,680 19,910
Cancer Renal e Pelve
8 65,340 14.970
Renal
S Cancer Uterino 63,230 11.350
10 Leucemia 60,300 24,370

Figura 3. Em 2018, estima-se que havera 81.190 novos casos de CB e estima-se que 17.240
pessoas morrerdo dessa doencga nos Estados Unidos. Fonte: National Cancer Institute, 2018 (3).

O CB é uma neoplasia maligna com um tratamento considerado de alto custo,
devido, principalmente, as altas taxas de recorréncia, que exigem acompanhamento
ao longo da vida, com varios procedimentos cirargicos (4).

Burger e colaboradores (2013), em seus estudos, associam fatores de risco
genéticos, bem como comportamentais e nutricionais, tais como, tabagismo,
ingestdo de agua contaminada com arsénio e exposi¢cdes ocupacionais, a respeito
do céncer de bexiga (CB). Desses riscos, o mais importante é o tabagismo, que
sozinho associa-se com cerca de 50% dos tumores (5).

A maioria dos pacientes (> 70%) apresenta CB n&o-musculo invasivo (NMI)
ao diagnostico. Para prevencdo de recorréncia ou progressdo da doenca, em
pacientes com risco intermediario e alto risco de recidiva, o tratamento padréo
consiste na resseccao transuretral e em instilagdes intravesicais com o bacillus
Calmette-Guérin (BCG), no entanto, 20% a 30% dos pacientes tratados com BCG
apresentam recidivas, podendo progredir para a forma musculo invasiva (Ml), onde
ressecgles repetitivas ou cistectomia radical se fazem necessarias, considerando
ainda, a alta probabilidade de metastase (4-5).

A Figura 4 mostra a classificacdo do CB, de acordo com a sua localizagcédo na

bexiga humana. Os tumores NMI incluem, por definicdo, tumores Ta (carcinoma
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papilifero ndo-invasivo), T1 (tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial) ou Tis

(carcinoma in situ).

Bladder lumen |

Ureter

Urothelium |

Lamvina propeia ¢

Muscularis |
propria

Perivesical fot  ©

ﬂlal'((”// . 3

Urethra . Grade 1 Grade 2 Grade 3

1973 WHO

PUNLMP Low grade High grade 1004 WHOASLP

Figura 4. Estagios do CB humana. Figura extraida de artigo Nature Reviews Disease Primers.
FONTE: Nature, 2017 (6).

Entretanto, quase metade destes tumores recorre apds resseccao, sendo que
uma parcela significativa ir4 progredir para a forma invasiva da muscular (T2, tumor
que invade o musculo; T3, tumor que invade tecido perivesical; e T4, tumor que
invade estruturas como proéstata, Utero, vagina, parede pélvica ou abdominal).
Conforme, a disseminacdo em linfonodos ou metastase, que obedecem a

Classificagcdo de Tumores Malignos (TNM) (4).

1.2 Indoleamina 2,3—-dioxigenase (IDO1)

A IDO1 tem sido reconhecida como molécula imunomoduladora desde que
Munn e colaboradores demonstraram em 1998 sua expressao na interface materno-
fetal e sua funcéo em proteger o embrido contra o sistema imune materno (7).

A IDOL1 foi descrita pela primeira vez na década de 1960, ao ser identificada
em intestino de coelho (8). Esta enzima apresentou um importante papel quando
relacionada a protecdo do organismo, pois tornava o microambiente desfavoravel
para o crescimento microbiano, devido a degradacédo local do aminoacido essencial
triptofano, impedindo a invaséo e disseminag&o de microparasitas (9).

Nos macrofagos, a producdo de IDO1 apresenta claramente o papel da
enzima atuando contra estes microrganismos (9). Para a protecdo embrionaria, a
explicacdo seguiria 0 mesmo sistema mencionado acima, onde a deficiéncia de

triptofano induz a neutralizacdo das células Natural Killer e linfocitos T alorreativos a
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antigenos paternos, promovendo, nessas células, apoptose e anergia (7). Contudo,
estudos mais recentes demonstram que a imunomodulacao conferida pela IDO1 néo
limita-se apenas a deplecdo local de triptofano, mas também pela formagéo de
catabdlitos deste aminoacido chamados coletivamente de derivados da quinurenina,
0S quais contribuem para a anergia e apoptose das células imunes efetoras (10).

Resumidamente, a degradacao local de triptofano e a geracéo dos catabdlitos
da quinurenina acionam vias de sinalizagdo que culminam na modulacao
imunolégica local e também no controle de processos celulares.

Quando a deplecédo de triptofano ocorre em virtude da acdo da IDO1, duas
vias de deteccao de falta de aminoacido sdo acionadas, a via da mTOR e a via da
GCN2. A mTOR (do inglés mammalian target of rapamycin kinase) € uma enzima
quinase que forma 2 complexos diferentes: 0 MTORC1 e o mTORC2. Estes
complexos estdo envolvidos em mecanismos fundamentais para a manutencéo da
homeostasia tecidual. Dentre eles, o controle da decisdo pelo crescimento celular ou
pela autofagia (11). A outra via acionada pela IDO1 é a quinase GCN2 (do inglés
General Control Non-Derepressible 2). A GCN2, quando ativada pela deplecdo de
triptofano, dispara vias de sinalizacdo que podem controlar o ciclo celular, apoptose
e diferenciacao celular, a depender do tipo de célula (12-14). Uma forma de avaliar a
ativacdo da via GCN2 é por meio da expressdo da CHOP (do inglés C/EBP
homologous protein), um fator de transcricdo que controla a expressao de genes
envolvidos na sobrevivéncia/apoptose das células.

A terceira via mediada pela IDO1 é o acionamento do receptor de
hidrocarboneto de arila (AHR, do inglés aryl hydrocarbon receptor). O AHR é um
fator de transcricdo que transloca-se para o nucleo celular quando ligado por ligantes
xenobidticos. A relacdo entre IDO1 e AHR ocorre pela quinurenina e seus derivados,
0s gquais acionam a AHR (15). Uma forma de avaliar o acionamento da AHR é
verificando a expressao de citocromo P1Al1 (CYP1Al). Por ser apontado como um
mediador da sobrevivéncia e motilidade de células de glioblastoma (16), é provavel
que a via AHR esteja envolvida na diferenciacdo celular e estabelecimento de
fendtipos mais resistentes. Em células de cancer de pulméo, o AHR esta envolvido
no processo de transicdo epitélio mesenquimal (TEM) (17). Além disso, a
invasividade de células de carcinoma renal é controlada pelo AHR (18).
Camundongos transgénicos para ativacao permanente de AHR desenvolvem tumor

de estdbmago espontaneamente (19). Desta maneira, a IDO1 n&o teria um efeito
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apenas sobre o sistema imunologico agindo via AHR, mas também efeitos
independentes do sistema imune, ou seja, efeitos diretos sobre a promocédo de
tumorigénese e disseminacdo tumoral. Em cancer de bexiga esses efeitos nao foram
explorados até o momento.

A Figura 5 demonstra resumidamente os acontecimentos de acordo com cada
via ativada pela IDO1, onde a queda da concentracdo de triptofano no
microambiente inibe a via mTOR sustentada por aminoacidos e deflagra a via de
estresse celular GCN2. Ja o aumento de catabdlitos (derivados da quinurenina) ativa

o AHR, com consequente modulacéo génica.

Forma de andlise mRNA para CHOP
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Figura 5. Vias de ativacao da IDO1

1.3 IDO1 no cancer

Estudos demonstraram que alguns tipos de cancer expressam IDO1 e
apontaram a enzima como um fator protetor ao cancer, especialmente por garantir
um “escape imunoldgico”, ou seja, aquisicdo de tolerancia imunoldgica ao tecido

neoplasico (20-21).
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Em experimento com camundongos pré-imunizados, a expressdo de IDO1
protegeu células neoplasicas infundidas, e quando inibida quimicamente com metil-
triptofano (MT), esta protecéo foi perdida (21). Estudo com camundongo nocauteado
para o gene Binl, um gene supressor de tumor, demonstrou que a expressao de
IDO1 é aumentada no tumor destes animais, sugerindo que a expressao de IDO1
em células neoplasicas estaria sob o controle deste gene (22). A inibicdo da IDO1
potencializa o efeito de quimioterdpicos contra estes tumores (22). Este efeito
protetor da IDO1 em tumores € perdido quando se trata de camundongos nude
(imunodeficientes) ou com deplecédo de células CD4+ e CD8+, demonstrando que ha
um fator protetor relacionado a imunomodulacéo (22).

Com base em estudos clinicos, a expressao de IDO1%n situ” correlaciona-se
com progressdo de cancer endometrial, funcionando como marcador para pior
prognéstico clinico (23). Na mesma linha de estudo, a expressdo de IDO1
correlaciona-se com diminuicdo da sobrevida e pior prognostico para portadores de
cancer ovariano (24). Além disso, a expressao de IDO1 estd presente também em
cancer colorretal e estad relacionada a metastase hepéatica com diminuicdo de
linfécitos T (25). Embora efeito semelhante tenha sido descrito em carcinoma
hepatocelular (26), estudo com cocultura de células mononucleares de sangue
periférico e células de carcinoma hepatocelular demonstrou que a IDO1 é importante
para a atividade imune anticancer (27).

Este efeito contraditério foi também demonstrado em carcinoma renal, onde
detectou-se a expressdo de IDO1 em células endoteliais de vasos tumorais,
correlacionando-se com maior sobrevida dos pacientes (28). A IDO1 parece exercer
efeitos paradoxos dependentes do tipo de tecido neoplasico.

Com relagéo ao sistema geniturinario masculino, estudo envolvendo pacientes
com cancer de prostata e com hiperplasia demonstrou que a expressao de IDO1 é
significativamente maior nos tumores em relacdo ao tecido hiperplasico, sendo
apontada como atraente marcador para este tipo de neoplasia (29).

A IDO1 tem sido considerada um alvo interessante contra o cancer, fazendo
com que estudos clinicos fossem iniciados. Atualmente, novas estratégias para o
blogueio da IDO1 tém sido desenvolvidas, inclusive muitas delas ja sendo testadas

em estudos clinicos (30).
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1.4 IDO1 em cancer de bexiga (CB)

Embora a IDO1 venha sendo estudada em diversos tipos de cancer, pouco se
sabe sobre seu papel no CB. E curioso o fato da IDO1 ter sido estudada em um
modelo celular de CB (T24) em meados da década de 1980 (31) e nessa época nao
ter sido implicada na fisiopatologia da doenca. O primeiro estudo que identificou a
expressdo de IDO1 em tumor de bexiga foi publicado em 2003, um estudo que
explorou a expressdo da enzima em diversos tipos de tumor (21). Mais de 10 anos
depois, um estudo com biopsias de CB demonstrou que a expressao de IDO1 é
maior em tumores musculo invasivos do que em nao-muasculo invasivos e
correlaciona-se com progressdo tumoral, sendo que a frequéncia de positividade
imunohistoquimica para IDO1 foi maior em tumores de grau 3 do que emgrau 1 e 2
(32). Hudolin e colaboradores (2017) demonstraram que a expressao de IDO1 é
maior em células de cancer de bexiga ndo-musculo invasiva quando comparadas as
células de tecido vesical normal e que tumores T1 expressam mais IDO1 do que
tumores TO (33). Finalmente, no estudo de Tsai e colaboradores foi demonstrado
gue pacientes portadores de carcinoma urotelial eliminam produtos da quinurenina
pela urina e que tumores com forte marcacdo imunohistoquimica para IDO1 estédo
associados a maior incidéncia de progressdo (34). No mesmo estudo, o0s
pesquisadores realizaram andlise “in silico” de séries de analise transcriptdmica
publicadas no NCBI (do inglés National Center of Biotechnology Information),
demonstrando que a expressdo elevada de IDO1 em tumores de bexiga
correlaciona-se com menor sobrevida livre da doenca e correlaciona-se
positivamente com marcadores mesenquimais (ZEB2, vimentina, metaloproteinase-
9, fibronectina e Slug), e que a IDO1 tem papel chave na inducdo da transicéo
epitélio mesenquimal em célula de cancer de bexiga por meio de miRNAs que
controlam a expressao de ZEB2 (34).

Em estudo realizado em nosso laboratorio com biépsias de CB, observamos
que a IDO1 correlaciona-se com grau e o estadiamento tumoral, corroborando os
estudos comentados acima (36). O que parece comum entre 0s estudos € que
mesmo havendo diferenca estatistica, a variabilidade na expresséo de IDO1 é alta.
Essa variabilidade é encontrada também em outros tipos de cancer. O perfil de
marcacao imunohistoquimica é heterogénio, ou seja, ha espécimes com quase todas
as células neoplasicas marcadas, enquanto em outras a marcacédo € mais forte em

uma ou outra célula. Isso tem dificultado a avalicdo quantitativa da enzima. N&o se
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sabe se esse perfil € um reflexo da instabilidade gendmica, com ativacdo do gene da
IDO1 em subclones, ou se a expressao de IDO1 é constitutiva nas células de CB,
porém sofre variagbes dependendo do estimulo e/ou do microambiente. Em vista do
exposto, visamos a possibilidade da IDO estar envolvida no processo de invasao

celular.
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2 OBJETIVO
O objetivo do estudo foi verificar se a expressado de IDO1 é constitutiva em
linhagens estabelecidas de CB e se sofre alteracdo durante o processo de invasao

tumoral.

2.1 Objetivos Especificos
eVerificar se a expressdo de IDO1 em linhagens estabelecidas de CB é
constitutiva (in vitro);
e Verificar a expressao de IDO1 e de genes ativados pelas vias GCN2 e AHR
em modelo in vitro;
e Verificar se a indugéo e a inibicdo da IDO1 interferem a invasao tumoral;
e Verificar a expressao de IDO1 em modelo in vivo de invasao tumoral, a fim de

comparar com o0 modelo in vitro;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Culturade células

Para o presente estudo foram utilizadas células humanas RT4 e T24 de
carcinoma de bexiga, adquiridas comercialmente do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo representativas de nao-musculo
invasiva (grau 1) e musculo invasiva (grau 3), respectivamente (35). Ressaltamos
que as células RT4 foram utlizadas no experimento afim de comparagdo na
expressdo de IDO com as T24 e que nao foi possivel experimentos em sistema
Matrigel/transwell com as mesmas, pois estas células tém baixo grau de
invasividade, ndo ultrapassando assim o matrigel, conforme resultados obtidos em
nossos testes. Foram cultivadas e mantidas em cultura com meio RPMI 1640
(Vitrocell, Campinas, SP), suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) e
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), a 37 °C com 5% de CO..
Células murinas MB49, representativas de CB mdusculo invasivo, também foram

usadas, porém destinadas ao modelo in vivo (ver adiante).

3.2 Sistema Matrigel/Transwell como modelo in vitro de invaséo

O sistema Matrigel/Transwell, ilustrado na Figura 6, foi usado no estudo com a
finalidade de prover a andlise de invasao celular (células T24), tanto para avaliar a
capacidade invasiva da célula sob diferentes condi¢cdes, como também para a
separacdo de células com baixo e alto potencial invasivo. Denominamos células
nao-invasivas (NIC, do inglés non invasive cells), as células que permaneceram na
superficie do Matrigel ap6s 24h, e invasivas (IC, do inglés invasive cells), as células
gue alcancaram o Transwell apds 24h de incubacao.

Mais detalhadamente, apds atingirem confluéncia de 80% em garrafa de
75cmz, as células T24 foram submetidas a cariciamento de soro por 24h, sendo
posteriormente tripsinizadas (cinco minutos a 37°C com solucédo de tripsina 0,25%,
Vitrocell, Campinas, SP).

ApOs tripsinizar sem a utilizagdo de SFB, as células foram semeadas em no
sistema Matrigel/Transwell em placa de 24 pocos (Corning, Nova Yorque, EUA). O
sistema foi preparado previamente adicionando-se 100uL de Matrigel (BD
Biosciences, Bedford, MA, EUA) diluido 1:5 em RPMI sem SFB em cada Transwell
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(codigo 3422, 6,5 mm de diametro, com poros de 8 um de diametro, Corning, Nova
Yorque, EUA). Apdés 30 minutos em estufa a 37°C, 5X10* células contidas em 100pL
de RPMI sem SFB foram semeadas sobre o sistema (por Transwell). Em cada pogo
da placa, foi colocado 0,5 mL de RMPI com SFB 20%, o qual manteve sempre
contato com o Transwell por baixo do sistema. O periodo de incubacao de 24 horas
foi estabelecido afim de coletar as células que obtiveram um maior grau de
invasividade. Todas as células foram coletadas, sendo direcionadas para uma das
andlises:

- Separacdo de NIC de IC. Para a separacdo das células, colheu-se 0 meio

RPMI com 20% SFB do poco que banhava o Transwell, lavou-se uma fez com PBS
e acrescentou-se solucado de tripsina 0,25% (Vitrocell, Campinas, SP). Apos
incubacdo a 37°C por 6 minutos, as células IC foram centrifugadas e 120 G por 5
minutos, sendo imediatamente congeladas para extracdo de RNA ou subcultivadas
em garrafa de 75 cmz2 em meio RPMI com 10% SFB por 2 semanas. O tempo de
subcultivo foi estabelecido devido a necessidade de aumentar o numero de células
que migraram no transwell. As células que permaneceram sobre o Matrigel foram
lavadas com PBS e centrifugadas a 120 G, sendo imediatamente congeladas para
extracdo de RNA ou subcultivadas em RPMI 10% SFB.

- Andlise _de migracdo. Para a analise de migracdo, 0 sistema

Matrigel/Transwell foi lavado com PBS, sendo posteriormente fixado em metanol
gelado (-20°C) por 10 minutos. Logo ap6s a fixacdo, o sistema foi lavado em PBS e
corado com hematoxilina por um minuto. ApGs ser lavado em PBS novamente, o
Transwell foi cortado com lamina de bisturi n°11. O colado em lamina de vidro com
laminula de 13 mm de diametro. Células presentes no Transwell foram contadas,
sendo 0 numero expresso O numero total por Transwell ou por campo em
magnificancia de 400 X (microscoépio E200, Nikon, Japao).

Todos os grupos experimentais foram realizadas em triplicata.
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Meio sem SFB

> Matrigel” @ED

Soro fetal bovino 20% <—— — [ Membrana Jranswell

= Células semeadas

Apés 24h

_ = Células nac-invasivas (NIC)

= Celulas invasivas (IC)

Figura 6. Esquema do método Matrigel/Transwell para separacdo de células NIC e IC. As células
foram semeadas no sistema Matrigel/Transwell e apdés 24h as IC foram coletadas por tripsinizacao,
enquanto as NIC foram obtidas diretamente da superficie do Matrigel.

3.3 Tratamento com interferon-gama (INF-gama) e RNA de interferéncia para
IDO

Para avaliar a influéncia da inducao da IDO1 sobre a invaséo, as células T24
foram estimuladas com INF-gama, um potente indutor de sua expressdo. J4 para
avaliar a inibicdo da IDO, utilizamos um RNA de interferéncia (silenciador) especifico
para IDO (silDO).

O INF-gama humano foi adquirido comercialmente (SRP3058, Sigma-Aldrich,
EUA) e sua concentracgao final de uso foi 50 ng/mL(ou 1.000 U/mL) em meio RPMI.
As incubacgdes ocorrem por um periodo de 24h.

O silDO utilizado foi adquirido comercialmente (Silencer® Select IDO,
c0d4392420, Thermo Fisher, EUA) e o protocolo foi estabelecido de acordo com
orientacdes do fabricante. Assim, células T24 foram cultivadas em placas de 6 wells
até atingirem confluéncia de 80%. Apds serem lavadas com PBS, as células
receberam 2mL de meio RPMI sem SBF. Para a transfec¢éo,125uL de RPMI sem
SFB foram acrescidos de 75 pmol de silDO a partir de uma solugcéo 5 pmol/uL em
agua. Paralelamente, 125uL de RPMI sem SFB foram acrescidos de 7,5uL de

Lipofectamine 3000 (Invitrogen, EUA). Os dois volumes de 125uL foram misturados
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e incubados por 15 minutos em temperatura ambiente. O volume final de 250uL foi
acrescentado aos 2mL presentes no poco da placa de 6 wells contendo as células.
As células permaneceram incubadas por 24h. Como controle, o mesmo
procedimento acima foi realizado, porém utilizando-se um siRNA controle, o qual
também foi adquidido comercialmente (SilencerSelectNegContr siRNA4390843,
Thermo Fisher, EUA). A confirmacdo do silenciamento foi confirmada por PCR em

tempo real. Todos os grupos experimentais foram realizados em triplicatas.

3.4 Scratch-wound: analise de capacidade de migracédo

Células T24 foram cultivadas sobre laminulas de vidro de 13mm de diametro
(codigo 100013, Knittel Glass, Bielefeld, Alemanha) em placa de 24 wells (Corning,
Nova Yorque, EUA), contendo meio RPMI 1640 10% SFB. Ao atingirem confluéncia
de 90%, foram incubadas por 24 horas com 300uL/well de meio contendo INF-gama
na concentracdo de 1.000U/ml. Ap6s 24h de estimulo, um risco foi feito pela
extensdo do poco com uma ponteira de 10uL (T300L, Axygen, California, EUA), a
fim de verificar a capacidade de migracdo através do espaco entre o risco e as
células, conforme as imagens da figura 7. A migracao foi determinada medindo-se a
area do risco logo apés ter sido feito, subtraindo-se a area apdés 24 horas. A

mensuracdo da area foi realizada com o programa de imagem (Image-Pro Plus,
MediaCybernetics, EUA).

Figura 7. Imagens do experimento de Scratch-wound. Logo apoés o risco (esquerda) e apés 24h do
risco (direita) com células controle. Observa-se diminui¢cdo do espago provocado pelo risco.
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3.5 PCRem Tempo Real
3.5a Extracdo de RNA e transcricado reversa

RNA total foi extraido das células em cultura utilizando-se os kitsPureLink®
RNA mini kit (12183018A, Invitrogen, Califérnia, EUA) e PureLink® RNA micro kit
(12183016, Invitrogen, Califérnia, EUA), seguindo-se o protocolo do fabricante. A
quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotdmetro (NanoDrop,ThermoScientific,
EUA), medindo-se a densidade 6ptica nos comprimentos de onda 260 e 280nm. Foi
feito o calculo da concentracdo de RNA, expresso em pg/mL.

A partir da absorbancia a 260nm. A leitura de 1 OD corresponde a uma
solucdo pura de RNA em fita-simples na concentracdo de 40ug/mL. A leitura a
280nm foi utilizada para determinar a contaminag¢do das amostras com proteinas. A
andlise foi feita baseando-se na razdo entre as absorbancias a 260 e 280nm e o
valor aceitavel foi de 1,7 a 2,0.

Para a transcricdo reversa, foi utilizado o kit SuperScript Ill Platihnum SYBR
Green One-StepgRT-PCR (Invitrogen, Califérnia, EUA). Cinco microlitros de RNA
total (80ng/uL) séo acrescidos de 7,5uL de PCR Buffer 2X, 0,36uL de MgCI2, 0,6uL
de primer foward, 0,6uL de primer reverse, 0,79ul de agua Milli-Q, 0,15ul de Rox e
0,3ul de SuperScript IlI.A mistura foi aquecida a 50°C por 30 minutos e depois a

95°C por 5 minutos.

3.5b PCR em tempo real

Para a PCR em tempo real foi usado o kit SYBR Green (Invitrogen, Califérnia,
EUA). Quarenta ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por
30 segundos, além de curva de melting, foram realizados no equipamento 7500™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, California EUA).

Os primers usados neste estudo estdo apresentados na Tabela 1. Como
housekeeping humano, utilizamos o TBP (TATA box bindingprotein), e como

housekeeping murino, usamos o gene da beta-actina.



Tabela 1- Primers utilizados para RT-PCR em tempo real

Gene alvo

Primer forward (5°-3")

Primer Reverse (5'-3)

TBP

DO

CHOP

CYP1A1

TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA

CCTGGGGTACATCACCATGGCG

TTCACCACTCTTGACCCTGCTTC

CTATCTGGGCTGTGGGCAA

TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC

TTGCGGGGCAGCACCTTTCG

TTCCTGGTTCTCCCTTGGTCTTC

CTGGCTCAAGCACAACTIGG

27
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3.6 Animais

No presente estudo, sdo apresentados resultados de dois modelos realizados
com animais, sendo um modelo ortotopico e um modelo ectépico de CB. Os dados
sdo de animais utilizados em outros dois estudos prévios, os quais tiveram suas
metodologias aprovadas pelo Comité de Etica com Uso de Animais da Universidade
Nove de Julho (CEUA-UNINOVE, protocolos NA 0025-2015 e AN0015-2017).

Seis camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 (mus musculus, Rodentia,
Mammalia), selecionados entre seis a oito semanas de vida, foram considerados no
estudo. Estes animais foram criados no biotério central da Universidade Nove de
Julho, sendo acondicionados sob condi¢cdes normais, alocados em mini-isoladores

com agua e alimentacao ad libitum.

3.7 Inoculagédo transuretral de células MB49

Células MB49 de céancer de bexiga murino foram cultivadas RPMI 10% SFB e
apos atingirem cerca de 80% de confluéncia, foram tripsinizadas e inoculadas nos
camundongos C57BL/6.

Para o procedimento, os animais foram anestesiados com cetamina
(100 mg/Kg, Cristélia, Sdo Paulo, Brasil) e xilasina (10 mg/Kg, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil). Para o procedimento de cateterizacdo transuretral, primeiramente
verificamos a responsividade do animal, para entdo darmos inicio a este passo. Foi
utilizado um cateter estéril de polietileno 24 G sem agulha, que apos ser lubrificado
com gel hidrossoluvel, foi delicadamente introduzido pela via transureteral.
Inicialmente em um angulo de 45° da calda em direcdo a cabeca, onde apos
ultrapassar a porcao pélvica, foi alinhado em menor angulo no sentido longitudinal
do corpo do animal. Com auxilio de uma pipeta de 200ul, retiramos por succéo a
urina que efluiu naturalmente, neste passo a agdo caracterizara o posicionamento
correto do cateter na bexiga urindria, garantindo assim o espacgo volumétrico
necessario para 0s proximos passos.

Para o procedimento de lesédo urotelial, utilizamos 10ul de nitrato de prata
(AgNO3) 0,3 M, que primeiramente foi inserido no cateter, a qual foi instilado com
auxilio de uma seringa de 1mL. Comprimindo o émbolo a partir da marca de 100pL,

este foi infundido pela presséo exercida através do ar comprimido, permanecendo no
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[imen intravesical por 10 segundos, garantindo assim uma lesédo controlada, assim
como um sitio de implantacéo apropriado as células MB49.

Apébs o tempo proposto, o contetdo foi lavado por pelo menos 3 vezes com
PBS, a fim de remover qualquer residuo que pudesse interferir na integridade celular
a ser implantada. Apés este processo, efetuamos a instilacdo da aliquota de 100uL
com 10x10% células no cateter e as infundimos.

O animal permaneceu anestesiado, com a aliquota celular mantida no limen
intravesical por 60 minutos, bastando deixar o émbolo da seringa pressionado a
partir da marca de 100uL. Terminado o tempo proposto, o animal permaneceu em
pos-operatorio com temperatura controlada e hidratacdo. O mesmo ficou em
observacéo por um periodo entre 30 a 60 minutos.

Os animais foram eutanasiados apdés 2 semanas. A fim de determinar a

expressao de IDO1, foi realizada imunohistoquimica.

3.8 Inoculacéo subcutanea de células MB49

O modelo ectopico usado foi o de inoculacdo de células MB49 no espaco
subcutaneo da coxa direita. Para tanto as células MB49 foram cultivadas conforme
descrito no item anterior, e 0s animais anestesiados com cetamina (100mg/Kg,
Cristalia, Sao Paulo, Brasil) e xilasina (10mg/Kg, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). Com
uma seringa de 1mL, 100uL de PBS contendo 5X10° células MB49 foram injetados
no espaco subcutaneo da coxa direita.

Os animais foram eutanasiados apés 2 semanas. A fim de determinar a

expressao de IDO1, foi realizada imunohistoquimica.

3.9 Andlise Imunohistoquimica

As seccdes de tecidos advindos de tumor de bexiga foram parafinizadas,
cortadas com uma espessura de 4um e fixadas a laminas de vidro para histologia.
As laminas foram mantidas por 30 minutos, dentro de estufa a temperatura de 60°C
e submetidas ao processo de desparafinizacao e reidratagéo.

Para a remocéao da parafina e reidratacdo do tecido, as laminas passaram por
baterias constituidas por banhos em 3 fases de xilol, por 9 minutos cada, seguidas
de 2 banhos em élcool absoluto, e 2 banhos em &lcool 96% por 5 e 3 minutos,

respectivamente.
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Apés a remocdo do alcool, através de um banho em agua destilada por
5 minutos, os tecidos foram submetidos a irradiacdo, com micro-ondas, por
15 minutos, em tampdo de citrato, para aumentar a recuperacao antigénica e
mantidos em temperatura ambiente por 20 minutos para esfriarem.

A seguir, os cortes foram mergulhados em uma solucdo de bloqueio, de
peroxidase endogena, composto por metanol e Peroxido de hidrogénio
(concentracgdo final de 3%) protegidos da luz, por 30 minutos, e apés, a lavagem em
PBS, tiveram os cortes isolados com o uso de PAP Pen, e submetidas a bloqueios
endogenos de avidina e biotina, por 15 minutos cada, com lavagens em PBS entre
as etapas.

Para aumentar o bloqueio de ligacbes inespecificas, as amostras foram
submetidas a um ultimo bloqueio composto por 6% de leite em p6s (Nestlé Brasil
LTDA, Séo Paulo, Brasil). Em seguida, as laminas foram incubadas com anti-IDO
(Abcam, Cambridge, Reino Unido), na diluicdo 1:10 em PBS com leite a 6%. Para
completar o sanduiche, as secc¢des foram incubadas com reagentes LSAB +
System-HRP (K0690; Dako Co, Dinamarca). Finalmente, o substrato-cromégeno

DAB foi usado para completar a reacédo (K346811; Dako Co, Dinamarca).

3.10 Anélise estatistica

Para a comparacao entre os diferentes grupos, foi utilizado o teste t-Student
ndo pareado. A significancia estatistica sera considerada a partir do p<0,05. Todos
0s resultados estao representados pela média + erro padrao.
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4 RESULTADOS
4.1 Expressao de IDO em linhagens de CB

Todas as trés linhagens celulares de CB analisadas no estudo, uma murina
(MB49) e duas humanas (RT4 e T24), apresentaram expressao constitutiva de IDO.
Como o gene housekeeping para as MB49 foi diferente do gene housekeeping
usado para as ceélulas RT4 e T24, ndo comparamos as células murinas com as
células humanas, contudo, uma comparacdo foi feita entre as células humanas.
Como demonstrado na Figura 8, células T24 apresentam uma expresséo de IDO
significativamente maior do que células RT4 (Expressao relativa de 1,0 + 0,2 em
RT4 e 499 + 96 em T24; p<0,05).
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Figura 8. Comparagéo entre as linhagens celulares de carcinoma da bexiga RT4 e T24 para
expressdo de IDOL. As células RT4 e T24 expressam IDO1 constitutivamente, mas a expressao é
significativamente maior nas células T24. * p <0,05.

4.2 Expressao de IDO e marcadores das vias GCN2 e AHR em modelo in vitro
de invasao

A expressdo de IDO1 é constitutiva em células T24. A PCR em tempo real
demonstrou que ha uma diminui¢édo significativa da expressédo de IDO1 em células
no processo de invasdo, ou seja, imediatamente ao alcancarem o transwell no
sistema Matrigel/Transwell (Expressao relativa de 1,0 + 0,2 em NIC e 0,2 £ 0,0 em
IC; p<0,05) (Figura 9). Porém, ndo conseguimos detectar alteracéo significativa apos
duas semanas da invasao (Expressao relativa de 1,0 + 0,2 em NIC e 2,3 + 1,3 em
IC) (Figura 9).
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Figura 9. Andlise de expressao para IDO1 em células T24 néo invasivas (NIC) e invasivas (IC). As
células foram semeadas no sistema Matrigel/Transwell e ap6s 24h as IC foram coletadas por
tripsinizacd@o, enquanto as NIC foram obtidas diretamente da superficie do Matrigel para extragdo de
RNA. As IC expressaram significativamente menos IDO1 em comparac¢éo com as NIC. Quando as
células separadas foram cultivadas por duas semanas em condigbes normais, ndo foi possivel
detectar alteracgdo significativa (a direita), mostrando que a expressao de IDO1 é transitoria durante o
processo de invasao celular. * p <0,05 vs. NIC * p <0,05 vs. NIC.

Com relacdo as vias de ativacdo da IDO1, a via GCN2 é representada pela
expressédo do gene CHOP. Como demonstrado na Figura 10, expressdo de CHOP
também diminuiu nas células invasivas imediatamente a invasdo (Expressao relativa
de 1,1 £ 0,2 em NIC e 0,4 + 0,1 em IC; p<0,05). Contudo, apés 2 semanas de
subcultivo essa diferenca nao foi mais observada (Expresséo relativa de 1,0 + 0,1
emNICe 1,2+0,2emIC).
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Figura 10. Andlise de expressao para CHOP em células T24 nao invasivas (NIC) e invasivas (IC). As
células foram semeadas no sistema Matrigel/Transwell e ap6s 24h as IC foram coletadas por
tripsinizacé@o, enquanto as NIC foram obtidas diretamente da superficie do Matrigel para extragao de
RNA. As IC expressaram significativamente menos CHOP em comparacdo com as NIC. Quando as
células separadas foram cultivadas por duas semanas em condi¢gbes normais, essa diferenca foi
perdida (a direita), mostrando que a expressdo do gene CHOP é transitrio durante o processo de
invaséo celular. * p <0,05 vs. NIC.

A ativacdo do AHR é representada pela expressdo do gene CYP1Al. A
expressdo de CYP1Al apresentou-se diminuida em células T24 imediatamente a
invasdo (Expressao relativa de 1,0 £ 0,2 em NIC e 0,3 + 0,0 em IC; p<0,05) e essa
diferenca foi perdida, apds, as células serem subcultivadas, durante 2 semanas
(Expressao relativa de 1,1 + 0,2 em NIC e 0,8 £ 0,3 em IC) (Figura 11).
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Figura 11. Andlise de expressédo para CYP1Al em células T24 néo invasivas (NIC) e invasivas (IC).
As células foram semeadas no sistema Matrigel/Transwell e apds 24h as IC foram coletadas por
tripsinizacdo, enquanto as NIC foram obtidas diretamente da superficie do Matrigel para extracéo de
RNA. As IC expressaram significativamente menos CYP1A1 em compara¢édo com as NIC. Quando as
células separadas foram cultivadas por duas semanas em condicbes normais, essa diferenca foi
perdida (a direita), mostrando que a expressao do gene CYP1AL é transitério durante o processo de
invasao celular. * p <0,05 vs. NIC.
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4.3 Inducédo da expressao de IDO nainvaséao tumoral

O INF- y foi usado como molécula indutora de IDO. A incubacao de células
T24 com INF-y promoveu um aumento marcante da expressao de IDO1 (Expresséo
relativa de 1,3 + 0,5 em T24 e 656 + 15,0 em T24+INF-y; p<0,05). Conforme
demonstrado na Figura 12, a incubacdo com INF-gama diminuiu significativamente a
invasdo das células na analise de Transwell/Matrigel e a migracdo pela analise

scratch-wound.
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Figura 12. (A) Expressdo de IDO1 em células T24 estimuladas com INF-y. (B) Analise da invaséo
celular através de sistema Matrigel/Transwell apds incubagdo de 24h com INF-y. (C) Imagem do
método scratch-wound apés 24 h de migragéo e (D) andlise da area preenchida.
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4.4 Inibicdo da expresséao de IDO na invasao tumoral

Para avaliar o efeito da inibicdo da expressdo da IDO sobre a invasao celular,
foi usado um RNA de interferéncia (silDO). Conforme demonstrado na Figura 13, a
inibicdo traducionalda IDO inibiu significativamente a invasdo celular no sistema

Matrigel/Transwell.
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Figura 13. Efeito da inibicdo da IDO1 pelo siRNA na invaséo celular. A inibicdo da IDO1 diminuiu a
invaséao celular no sistema Matrigel / Transwell. * p <0,05 vs. Controle.

4.5 Inibigcdo da atividade da IDO nainvaséo tumoral
O sistema Matrigel/Transwell também foi usado para avaliar o efeito da
inibicdo quimica da IDO1 sobre a invasao celular. Conforme demonstrado na Figura

14, ndo houve diferenca significativa.
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Figura 14. Efeito da inibicdo da IDO1 pelo inibidor quimico INCB024360 na invasao celular. Nao
houve diferenca significativa na invasdo celular no sistema Matrigel/Transwell apés o uso do
INCB024360.
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4.6 Expressao de IDO1 em modelo in vivo de invaséao

A analise histolégica e de imunohistoquimica permitiu avaliar qualitativamente
a expressao de IDO1. Avaliamos a area de invasao da musculatura lisa (no caso do
modelo ortotopico) e da musculatura esquelética (no caso do modelo ectbpico).
Conforme demonstrado na Figura 15, a expressdo de IDO1 foi predominante baixa
em células tumorais em areas de invasdo da musculatura, sendo que as células

mais afastadas do fronte (periferia) expressavam mais IDO1.
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Figura 15. Modelos ortotopicos e ectopicos de CB foram realizados para avaliar a imunocoloracao de
IDO1. Camundongos C57BI6 receberam células MB49 ortotopicamente, sendo sacrificados apos
duas semanas (A e B). (A) O MB49 formou um tumor intravesical (cruzado) e infiltrou-se
acentuadamente no musculo detrusor (asterisco). (B) A imunocoloracdo para IDO1 era forte no centro
do tumor (seta), enquanto a frente do tumor apresentava fraca expressédo de IDO1 (ponta de seta).
No modelo ectdpico, o C57BI6 recebeu células MB49 por via subcutédnea e foi seguido por duas
semanas. (C) Um tumor sélido foi formado na regido de inoculagdo (cruz), enquanto muitas células
MB49 se infiltraram no musculo esquelético da coxa (asterisco). A imunocoloracéo de IDO1 foi forte
na regido central do tumor (seta), enquanto a imunocoloragdo fraca foi observada nas células
infiltrantes (ponta de seta).
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5 DISCUSSAO

Como ja mencionado, o CB é uma neoplasia maligna com um tratamento
considerado de alto custo, devido, principalmente, as altas taxas de recorréncia, que
exigem acompanhamento ao longo da vida, com varios procedimentos cirargicos (4).
Escape imunoldgico, ou seja, a capacidade que o tumor tem de escapar do sistema
imunologico e metastase sdo caracteristicas de diversos tipos de cancer, incluindo
também o cancer de bexiga (36).

Embora a IDO1 seja reconhecida como uma molécula imunomoduladora, ela
apresenta efeitos ndo imunolégicos em alguns tumores. Em Hudolin e colaboradores
(2017) o mesmo concluiu que ha uma diferenca na expressao da IDO1 quando se
compara células normais de bexiga urinaria humana com as células caracterizadas
como néo-invasivas.

No presente estudo, investigamos o papel da IDO1 na invasdo de células de
CB. Como modelo celular foram usadas as células T24 de cancer de bexiga, uma
linhagem que representa grau 3 e musculo invasiva, além de expressarem IDO
constitutivamente. Pela primeira vez, comparamos a expressao de IDO entre células
T24 e RT4, esta ultima representativa de CB grau 1 e n&o-musculo invasiva.
Pudemos observar que a expressédo de IDO é significativamente maior em T24 do
gue em células RT4. Esse achado reforca que o aumento da expressao de IDO
correlaciona-se com a progressdo tumoral e consequentemente com pior
prognostico, achados demonstrados em estudos clinicos com avaliagdo de
espécimes de CB (32-34). Embora o grande indutor biolégico da expresséo de IDO
seja o INF-gama, sua expressdo pode ser influenciada por outros fatores (37). E
provavel que com a instabilidade gendmica da célula neoplasica, o gene da IDO
pode ser super expresso ou receber influéncia de outros produtos génicos
anormalmente expressos. Porém isso é uma hipotese, apontando-se a necessidade
de novos estudos.

Quando as células T24 foram submetidos ao sistema Matrigel/Transwell, a
invasdo celular no periodo de 24h ocorreu, porém, a quantidade de células que
invadiram o Transwell foi menor do que a quantidade que ficou acima do transwell.
Esse fenbmeno é interessante pois reforca a heterogeneidade das linhagens de
células tumorais, onde pudemos constatar que ha subpopula¢bes que diferenciam-

se por suas habilidades. Em estudo realizado por nosso grupo, inoculamos células
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T24 no espaco subcapsular renal de animais atimicos e constatamos
comportamentos diferentes, onde subpopulacdes (ou subclones) invadiram o
parénquima renal, enquanto outras permaneceram imoéveis ou formaram uma
pseudovesicula na regido subcapsular (38). Com relacdo a expressdao de IDO,
permanecia 0 questionamento de que talvez sua expressdo fosse especifica de
subpopulacdes, as quais teriam o gene da IDO ativado de forma constitutiva. Por
essa razdo, partimos para a analise da IDO entre subpopulagbes NIC e IC,
desenvolvendo o método pelo sistema Matrigel/Transwell. Os resultados
demonstram que a expressao de IDO foi significativamente menor nas células que
invadiram (IC) em comparacdo com as NIC logo a ap0s a incubacéo de 24h, e essa
expressdo diminuida foi acompanhada pela reducdo da expressdao de CHOP e
CYP1A1, genes ativados pelas vias GCN2 e AHR sob a sinalizagdo da IDO. No
entanto, quando separadas e subcultivadas por mais de duas semanas, a diferenca
na expressdo de IDO, CHOP e CYP1Al desaparece entre as células NIC e IC,
demonstrando que a expresséo oscila durante o processo de invasdo. Para avaliar
essa oscilacdo em tempo real, estamos construindo um vetor com um gene reporter
(luciferase) sob o comando do promotor da IDO, a fim de avaliar a fluorescéncia
emitida pela célula toda vez que a expressdo de IDO for induzida ou suprimida.
Infelizmente, ainda ndo temos resultados para apresentar na presente dissertacao,
mas esperamos que essa ferramenta reforce que a expressao de IDO é transiente.

Frente a mudanca da expressao da IDO no processo de invaséo, procuramos
induzir a expressédo de IDO, bem como inibi-la, a fim de verificar se a modulacdo da
IDO surtiria efeito sobre a invasao.

Para a inducédo, usamos o INF-gama, pois é a principal citocina indutora de
IDO. Conforme esperado, o INF-gama induziu significativamente a expresséo de
IDO em cultura de células T24. Na andlise de invasdo (Matrigel/Transwell) e de
migracédo (scratch-wound), a incubagdo com INF-gama inibiu significativamente
estes eventos celulares. Esse resultado sugere que um aumento exarcebado da
expresséo de IDO interfere na invasao destas células. Contudo, um importante viés
desse experimento € o fato do INF-gama promover efeito anti-tumoral por diferentes
mecanismos que independem da IDO, os quais influenciariam inevitavelmente a taxa
de invasao celular. O IFN-y desempenha um papel importante na protecao contra o
desenvolvimento do tumor. A sinalizacdo do IFN-y quando interrompida em células

cancerigenas que antes respondiam ao mesmo, exibem aumento da
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tumorigenicidade e crescimento mais agressivo do tumor (39). E provavel que a
melhor forma seria induzir a expressao de IDO por meio de vetores de expressao,
pois teriamos de forma mais isolada seu efeito sobre o comportamento celular.
Infelizmente ndo dispomos dessa ferramenta molecular.

Para a inibicdo da IDO, optamos por usar um RNA de interferéncia para a IDO
(silDO) e também seu inibidor quimico INCB024360. A incubacao prévia com silDO
inibiu a invaséo celular, sugerindo que a expressao de IDO tem influéncia sobre a
invasdo de célula T24. No entanto, ndo detectamos efeito com o inibidor
INCB024360. Uma possivel hipétese para esse resultado do inibidor seria a
concentracdo usada no meio de cultura. Nos baseamos no estudo de Liu e
colaboradores que usaram a mesma concentracdo para inibir a IDO em células
HelLa (40). Ademais, estudo prévio realizado pelo nosso grupo demonstrou que a
concentracdo usada foi eficaz para reduzir significativamente a producdo de
quinurenina em cultura de células T24 (dados ainda em processamento). Um ponto
importante a ser levantado € o porqué do silDO inibir a invasao e o inibir quimico ndo
exercer tal efeito. A IDO foi sempre considerada por conta de sua atividade
enzimatica, porém, em 2011, Palotta e colaboradores demonstraram que a IDO
funciona como molécula sinalizadora em células dendriticas sob acdo do TGF-beta,
independente de sua acdo como enzima (41). Desta maneira, € provavel que a
participacdo da IDO na invaséo de células T24 esteja relacionada a esse mecanismo
proposto por Pallotta e colaboradores, o que explicaria a auséncia de efeito quando
usado um inibidor quimico de sua acéo enzimética.

Na fase com modelo animal, células MB49 de CB murino foram inoculadas
pela via transuretral (ortotdpico) e pela via subcutéanea (ectopico) em camundongos
C57BIl6. S&do modelos que permitem a avaliagdo da invasdo tumoral in vivo, onde as
células MB49 invadem a musculatura lisa da bexiga (ortotopico) ou a musculatura
esquelética da coxa (ectdpico). A analise imunohistoquimica reforcou o achado in
vitro, ou seja, a expressédo de IDO nao foi encontrada em todas as células tumorais
apos duas semanas da inoculacdo e as células mais proximas da musculatura (lisa
ou esquelética) expressavam menos IDO do que as células mais afastadas
(centrais).

Resumidamente, os resultados do estudo demonstram que a expressao de
IDO oscila durante a invaséo de células de CB, provavelmente porque exerce efeito

sobre tal fenbmeno, uma vez que sua inibicdo traducional levou ao retardo do
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processo. Frente a esses achados, levantamos duas hipéteses, as quais deverao ser
investigadas nos proximos estudos. Seriam elas: (i) a expressdao de IDO diminui
durante a invasao celular. Ela pode influenciar positivamente a invaséo, porém sua
expressao cai durante o processo como um feedback negativo, a fim de evitar
exacerbacdo do processo. Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos que a
incubacdo de células T24 com TGF-beta, um potente indutor de invasao via
transicao epitélio-mesenquimal, diminui a expresséo de IDO (36); (ii) a expresséo de
IDO aumenta nas células destinadas a invasdo e permanece alta durante a
migracao, porém diminui quando as células alcangam o microambiente “favoravel”.
Seria o efeito do soro fetal bovino no sistema Matrigel/Transwell e 0 microambiente
que impulsiona as células a migrarem para a regido muscular nos modelos in vivo.
Vale ressaltar que sdo apenas hipéteses e que estudos futuros sdo necessarios para
entendermos melhor o mecanismo pelo qual a IDO influencia tal comportamento
celular.

Por fim, buscando respostas mais uma vez no aparelho reprodutor feminino, a
IDO foi descrita em células trofoblasticas, células que trabalham ativamente com
transicdo epitélio-mesenquimal e que assumem fendtipo invasivo para garantir a
implantacdo do blastocisto no endométrio materno. Da mesma forma que mais
tardiamente a IDO placentéaria protegera o embrido contra o sistema imune materno,
a IDO trofoblastica garantira a protecdo blastocistica nessa fase mais inicial da
embriogénese. O fato é que, embora ainda controverso, estudos demonstram que a
expressdo de IDO oscila a medida que os troboblastos vao se diferenciando em
sinciciotrofoblastos e em citotrofloblastos invasores (42,43), permitindo que facamos
uma analogia entre o processo de implantacdo e decidualizacdo com o0 que
encontramos na invasdo do CB. Ademais, estudos demonstram que a baixa
expressado de IDO correlaciona-se com pouca invasdo de camada média de artérias
espiraladas durante a placentacdo, o que gera ma formacgdo placentaria com

consequente quadro de pré-eclampsia com o avango da gravidez (44,45).
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6 CONCLUSAO

Células de CB expressam constitutivamente IDO, porém sua expressao oscila
durante o processo de invasdo, bem como dos genes relacionados as vias induzidas
por ela;

A expressao de IDO influencia a invasao tumoral, uma vez que sua inibicdo com
RNA de interferéncia diminui a invaséo;

Como o inibidor quimico da IDO nao influenciou a invasdo tumoral é provavel que

seu efeito seja independente de sua acao enzimatica.
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