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“‘Durante a nossa breve estada no
planeta Terra, devemos ndés mesmos
e nossos descendentes ter a
oportunidade de explorar, em parte
porque € divertido fazer isso. Mas ha
uma razdo muito mais nobre. Se o
nosso conhecimento do cosmos
deixar de se expandir, corremos o
risco de regredir para o ponto de vista
infantil em que o universo figurava e
literalmente girava em torno de nés “.

- Neil de Grasse Tyson
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Resumo

O cancer de bexiga (CB) apresenta alta taxa de recorréncia e progressao
mesmo apo0s RTU associada a imunoterapia com BCG. A indoleamina 2,3-
dioxigenase 1 (IDO) é uma enzima imunomoduladora implicada no escape
imunologico e progressao de diversos tipos de cancer, agindo por meio de vias
de sinalizacdo, tais como GCN2 (general control nondrepressible 2) e AHR
(aryl hydrocarbon receptor). Por ser fortemente induzida por interferon-gama,
uma citocina induzida por BCG, a IDO pode ser responsavel por parte da
progressdo do CB apods o tratamento convencional. A inibicdo da IDO torna-se
atraente, porém o efeito dos inibidores sobre as suas vias no CB ndo é
conhecido. Os objetivos foram: (i) verificar se a IDO esta associada com a
progresséo do CB; (ii) verificar se o BCG induz IDO no CB; e (ii) verificar se

dois inibidores usuais da IDO interferem nas vias GNC2 e AHR no CB.

Biopsias de 155 pacientes com CB foram selecionadas para o estudo, sendo
88 com CB ndo mdusculo-invasivo (NMI) e 67 com CB musculo-invasivo (Ml).
Imunohistoquimica para IDO foi realizada para correlacionar sua expressao
com os dados clinicopatolégicos adquiridos dos prontuarios. O efeito do BCG
sobre a expresséao de IDO foi investigado em cultura de linhagens humanas de
CB e em modelo in vivo, avaliando-a por meio de imunohistoquimica e PCR em
tempo real. Os inibidores da IDO 1-metil-D-triptofano (MT) e INCB024360
(INCB) foram avaliados em cultura de células e 0 MT em modelo animal. A
inibicdo da IDO foi aferida pela mensuracéo de L-quinurenina no sobrenadante
e a ativagdo das vias GCN2 e AHR por meio de PCR em tempo real para
CHOP e CYP1A1, respectivamente.

Como resultados, a expressdao de IDO correlaciona-se positivamente com
progressao do CB (grau e estadio). Ja o uso de BCG nao exerceu efeito sobre
a expresséo de IDO, tanto em cultura como em modelo animal. Os inibidores
avaliados foram eficazes em inibir a IDO, porém o MT induziu a via AHR

acionada pela IDO, como um agonista.

Como concluséo, (i) a IDO tem potencial para auxiliar no prognéstico do CB,
pois associa-se com grau e estagio avancados de CB; (i) o BCG né&o induz

diretamente a expressédo de IDO no CB, mantendo-se como um tratamento



adjuvante seguro; (iii) entre os dois inibidores da IDO avaliados, o INCB
mostra-se promissor, enquanto o MT oferece risco por acionar a via AHR, uma

via reconhecida como potencializadora de escape e progressao tumorais.

Palavras-chave: Indoleamina 2,3-dioxigenase 1, BCG, Receptor de

hidrocarboneto de arila.



Abstract

Bladder cancer (BC) has a high rate of recurrence and progression even after
TUR associated with BCG immunotherapy. Indoleamine 2,3-dioxigenase 1
(IDO) is an immunomodulatory enzyme implied in the immune escape and
progression of several types of cancer, acting through signaling pathways, such
as GCN2 (general control nonderepressible 2) and AHR (aryl hydrocarbon
receptor). Because it is strongly induced by interferon-gamma, a BCG-induced
cytokine, IDO may be responsible for part of the progression of BC after
conventional treatment. The inhibition of IDO becomes attractive, but the effect
of inhibitors over its pathways in BC is not known. The objectives were: (i) to
verify if the IDO is associated with the progression of the BC; (ii) verify whether
BCG induces IDO in the BC; and (ii) check if two usual IDO inhibitors interfere
with the GNC2 and AHR pathways in the BC.

Biopsies from 155 patients with BC were selected for the study, 88 with non-
muscle-invasive BC (NMI) and 67 with muscle-invasive BC (Ml).
Immunohistochemistry for IDO was performed to correlate its expression with
clinicopathological data acquired from medical records. The effect of BCG on
the expression of IDO was investigated in culture of human lines of BC and in in
vivo model, evaluating it by means of immunohistochemistry and real-time PCR.
Inhibitors of IDO 1-methyl-D-tryptophan (MT) and INCB024360 (INCB) were
evaluated in cell culture and MT in animal model. The inhibition of IDO was
measured by measuring L-quinurenine in the supernatant and the activation of
the GCN2 and AHR pathways by real-time PCR for CHOP and CYP1Al,

respectively.

As a result, the expression of IDO correlates positively with the progression of
the BC (grade and stage). The use of BCG had no effect on the expression of
IDO, either in culture or in animal model. The evaluated inhibitors were effective
in inhibiting 1DO, but MT induced the AHR pathway triggered by IDO, as an

agonist.

In conclusion, (i) the IDO has the potential to assist in the prognosis of BC, as it
is associated with advanced degree and stage of BC; (ii) BCG does not directly

induce the expression of IDO in BC, remaining as a safe adjuvant treatment; (iii)



between the two IDO inhibitors evaluated, the INCB is promising, while MT

offers risk for activating the AHR pathway, a pathway recognized as a potential

for tumor escape and progression.

Keywords: Indoleamine 2,3-dioxygenase 1, BCG, Aryl hydrocarbon receptor.



Introducao

1 Introducéo

1.1 Cancer no mundo

O mais recente estudo global de cancer no mundo estima cerca de 18,1
milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhbes de mortes pela mesma causa
em 2018t. O cancer € uma causa preocupante de morbidade e mortalidade em
todo o mundo, independente de regido, indice de desenvolvimento humano
(IDH) e sexo. Em todo o mundo, estima-se que 1 em 8 homens e 1 em 10

mulheres desenvolver&do alguma forma da doencga ao longo da vida®.

1.2 Cancer de Bexiga (CB)

O céancer de bexiga (CB) é o décimo tipo mais comum de cancer no
mundo, com uma estimativa de cerca de 549 mil novos casos e 200 mil mortes
por ano. Esta doenca apresenta maior incidéncia em homens do que em
mulheres. Em homens, as taxas de incidéncia e mortalidade correspondem a
9,6 e 3,2/100.000 habitantes, respectivamente, e correspondem a uma taxa

cerca de 3 vezes maior do que a observada em mulheres?.

No Brasil, segundo dados do INCA, em 2020, sado estimados 10.640
novos casos, sendo 7.590 em homens e 3.050 em mulheres. Foram também

registradas 4355 mortes em 2017, sendo 3021 homens e 1334 mulheres?

15
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1.3 Principais fatores de risco do CB

Diferentes fatores sdo apontados como importantes no risco de
surgimento do CB. O tabagismo é estabelecido como o maior fator de risco
associado a doenca. Seu impacto é observado também como responsavel pelo

aumento no nimero de casos de CB também em mulheres nos ultimos anos!.

E importante notar que até 90% dos casos ocorre acima dos 55 anos,
com 2 vezes maior incidéncia sobre caucasianos?, além de exigir observacéo e

atencao especial em individuos com historico familiar ja positivo para CB.

Além disso, infec¢gBes cronicas do trato urinério (ITU), baixa ingestdo de
agua, exposicdo a determinados produtos quimicos, quimio e radioterapias
apresentam-se como fatores de risco também associados ao surgimento do

CB3 4,

1.4 Abordagens terapéuticas convencionais

A citoscopia é considerada o método padrdo para diagnostico e
acompanhamento do CB, porém a falha na detec¢édo de aproximadamente 25%
nos tumores de pequenas dimensdes e do carcinoma in situ, e a baixa

sensibilidade, séo fatores limitantes em sua utilizacéo®®.

A resseccao transuretral (RTU) consiste na metodologia padréo para
tratamento de tumores superficiais e € por vezes associada a quimioterapia
intravesical com o uso de mitomicina. No entanto, nos casos de tumores

recorrentes e de evolucao invasiva (representados por tumores estadio T1, Cis

16



Introducao

ou alto grau), recomenda-se a imunoterapia adjuvante com BCG (Bacilo

Calmette-Guérin), apresentando significante reducéo nas taxas de recorréncia’.

Nos casos de tumores recidivados e refratarios a terapia intravesical,
indica-se cistectomia radical, metodologia também aplicada em tumores
invasivos ja na apresentacdo inicial. Nestes casos, €é associada ao

procedimento de linfadenectomia.

Embora a terapia adjuvante com BCG tenha mostrado eficacia, 30 a
50% dos pacientes ndo respondem ao tratamento, possuindo alto risco de

recorréncia e progressao da doenca®12,

Diante de tal cenario, é de fundamental importancia a busca e validacao
de marcadores diferenciais com a capacidade de identificar possiveis pacientes
nao responsivos a terapia com BCG, assim como a identificacdo de potenciais
tumores com carater resistente/sensiveis aos quimioterapicos, possibilitando a
aplicacao de terapias de maior intensidade, melhorando assim a qualidade de
vida do paciente ao postergar ou mesmo evitar a necessidade de manobras de

cistectomia radical®3.

1.5BCG e CB

O tratamento com BCG consiste na aplicacdo de uma cepa viva
atenuada de bactérias Mycobacterium bovis diretamente no local do tumor com
ciclos repetidos apés a RTU'. Seus mecanismos imunoldgicos como terapia
anticancer ndo estdo totalmente elucidados, porém o bacilo pode exercer sua

acdo por meio da citotoxicidade direta sobre células uroteliais e tumorais,

17
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promovendo a ativagcdo do sistema imune e liberacdo de diversas citocinas

(Figura 1).

Figura 1. Mecanismo de toxicidade direta do BCG. O mecanismo conhecido propde a
acdo do bacilo sobre células tumorais por meio de toxicidade direta, levando a
apoptose de células tumorais e liberacdo de fatores pro-inflamatérios, bem como o
acionamento e recrutamento de células imunes ao local, possibilitando a localizacdo e
eliminacdo de células tumorais remanescentes. (retirado de: Redelman-Sidi, G. et al.
Nat. Rev. Urol. 11, 153%).

18
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Diversos estudos demonstraram que a infusdo endovenosa de BCG em
camundongos promove resisténcia ao transplante tumoral'®, além de promover

a elevacgédo da concentracéo plasmatica do TNFY/,

As bactérias internalizadas pelas células neoplasicas facilitam o
processo de apresentacdo antigénica em associacdo com moléculas do MHC
de classe 1I*7, desencadeando a producédo de citocinas como IFN-y*8, TNF° e
interleucinas 1, 2, 6 e 81920, além da interleucina-17, indutora do perfil TH12%L,
Contudo, apesar de eficaz, ha dentre os pacientes a presenca de recidivas e/ou
progressdo tumoral. Tais achados ainda ndo apresentam informacdes
suficientes para elaboracdo de suas causas. Interleucinas, TRAIL (do inglés,
TNF-related apoptosis-inducing ligand), TP53, Ki-67, retinoblastoma e
polimorfismos tém sido envolvidos na tentativa de predi¢cdo da resposta do CB

a terapia com BCG12224, Contudo, estes marcadores ndo sdo eficazes.

1.6A Indoleamina 2,3-dioxigenase 1

A indoleamina 2,3-dioxigenasel (IDO) € uma hemeproteina monomérica
que foi descrita pela primeira vez na década de 60%.E responsavel pelo
consumo do aminoacido essencial triptofano e formacdo de catabdlitos
reconhecidos como derivados da quinurenina®-Sua estrutura terciaria, descrita
em 2006, é caracterizada pela presenca de dois dominios, um maior e outro

menor, unidos por um grupo heme(Figura 2)?’.
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Large comain

Figura 2. Representacdo da estrutura terciaria da IDO, demonstrando conformacao de
seu dominio menor (Azul) e maior (Verde). Em azul claro pode ser visualizada sua
cadeia de ligacdo, seguida de um loop de conexao entre os dois dominios (vermelho).
Finalmente, é possivel observar em amarelo a localizagdo de seu grupo heme,
caracterizando-a como uma hemeproteina. (Retirado de:Sugimoto et. al, 2006%).

Seu papel passou a ganhar maior destaque quando Munn e
colaboradores demonstraram, em 1998, seu importante papel na protecao
embrionaria, onde a acao da IDO na deplecédo de triptofano mostrou-se capaz
de sensibilizar a acdo de linfécitos T e células Natural Killer, com posterior

anergia e apoptose?2,

Devido ao fato de a IDO ser expressa constitutivamente em diversos
tecidos humanos, como intestino, timo, placenta, dentre outros, seu papel
comecou a ser melhor elucidado do ponto de vista fisiologico. Na placenta, por
exemplo, esse mecanismo imunoldgico € acionado naturalmente como meio de
fornecer ao feto, semi-alogenico, protecdo contra o sistema imune materno,

diminuindo as chances de rejeicdo do mesmo?8. Essa acéo foi demonstrada em
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camundongos, onde o uso de 1-Metil-D-triptofano (MT), hoje um inibidor

classico da IDO, levou a rejeicdo dos embrides?,

Entretanto, anos depois, Terness e colaboradores demonstraram que a
imunomodulacéo local ndo se da somente pela deplecédo de triptofano, mas
também pela acdo dos derivados da quinurenina®®. Tais compostos possuem
efeitos diretos sobre células imunes, promovendo, também, sua anergia e

apoptose?>.

Dentre seus demais papéis fisiologicos, foi também relacionada a
protecdo do organismo contra a invasdo e disseminacdo microparasitaria®®,
tornando o ambiente desfavoravel a proliferacdo de microrganismos também
pela deplecéo de triptofano intersticial. Assim, a IDO demonstra seu papel em
acOes pontuais e precisas do organismo ndo sO na protecao fisiolégica do
organismo contra reacfes imunes nao desejadas, mas também na protecdo

contra agentes externos?°.

A imagem a seguir ilustra de maneira breve o mecanismo de sinalizacao
da IDO (induzida também por citocinas de perfil pré-inflamatério, como o IFN-y)

e seu mecanismo de catabolizacéo do triptofano (Figura 3)%.
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Figura 3. Mecanismo de sinalizacdo de inducdo da expressédo da IDO mediada por
IFN-y. A imagem mostra também a captacdo do triptofano e ativacdo da via das
qguinureninas, promovendo efeitos diretos sobre agéo e viabilidade linfocitaria. Retirado
de: CHEN, WanJun. IDO, More than an enzyme. Nature immunology, 2011,

1.6.1 Principais vias acionadas pela IDO

Os mecanismos de ativacdo e regulacdo da IDO s&o descritos
classicamente pela sua interacdo em trés vias de acdo, sendo elas a via
quinase GCN2, a via mTor e, finalmente, a ativacdo de receptores de

hidrocarboneto de arila (AHR).

A mTor (do inglés mammalian target of rapamycin kinase) é utilizada em
processos fundamentais para a manutencdo da homeostasia tecidual®l. Seu
funcionamento é dependente da disponibilidade de triptofano, portanto, a

producdo de IDO leva a inibicao da fosforilagdo da mTOR, processo que é

revertido pela adicéo de triptofano32.

As duas vias remanescentes, GCN2 e AHR possuem também forte

relacdo com a deplecéo de triptofano ou as acdes dos subprodutos gerados
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pela acdo da IDO. Sua investigacdo, por meio do rastreamento de seus
marcadores de ativacdo, CHOP (para GCN2) e CYP1Al (para AHR) foi foco
dos estudos desenvolvidos nesta tese. A figura 4 sumariza a interacdo dessas

duas vias com a IDO, com suas acdes sendo melhor descritas nos préximos

topicos.
IDO
V¥ Tryptophan A Kynurenine
AN GCN2 ‘
activation
A Aryl Hydrocarbon
/ Receptor (AHR)
¥ elF-2 /'
Gene expression, translation, v
differentiation, proliferation,
anergy, cell death
CHOP \’ CYP1A1
expression expression

Figura 4. Revisdo do mecanismo de deplecao do triptofano mediado pela acéo da IDO
e sua interagdo com as vis GCN2 e AHR (Baseado em: Cancer Immunol Immunother.
2014%).

1.6.1a Via GCN2

Ha indicios de que a deplecédo de triptofano via IDO acione a via da
guinase GCN2(General Control Non-Derepressible 2), um mecanismo

importante acionado pela deple¢éo dos niveis de determinados aminoacidos no
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sistema, como o triptofano e atua limitando a producéo proteica e proliferativa

das células343°,

Evidéncias apontam que essa via é fundamental para a inducdo de
processos que levam a anergia de linfoticos T via IDO3, além de induzir a

diferenciacéo de linfocitos T reguladores37:38,

Em condi¢cdes normais, a primeira etapa para iniciar uma traducédo € a
formacdo de um complexo formado pela elF-2 (constituida por trés

subunidades), GTP e o RNA transportador (RNAt) carregado com metionina.

Essa € uma maneira de preservar recursos e limitar a divisdo celular sob
condicbes adversas. Nesta condicdo, ha excesso de RNAt desprovido de
aminoacido, o RNAt liga-se a uma regido regulatéria na GCN2 quinase,
promovendo a fosforilagdo da elF-2a. Quando a subunidade alfa do elF-2 é
fosforilada no residuo serina 51, inibe a atividade de elF-2B na troca do GDP
pelo GTP, inibindo a formacédo do complexo elF-2/GTP/RNAt3435, A medida
gque a GCN2 é ativada pelos RNAt ndo carregados, ela dispara vias de
sinalizacdo que podem controlar o ciclo celular, apoptose e diferenciacéo

celular, a depender do tipo celular3®-4L,

O rastreio da atividade da GCN2 nédo é realizado de modo direto. Em
2005, Munn e colaboradores identificaram possiveis marcadores da atividade
da GCN2 em células. Dentre os potenciais alvos, foi verificada que a expressao
do gene CHOP (também chamado de gadd153), o aumento de sua expressao
€ diretamente ligado a ativacdo da via GCN2 frente a deplecdo de

aminoacidos?®.
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Foi demonstrado que a IDO induz a diferenciacdo de linfécitos T
reguladores em doengca autoimune via GNC23% Forouzandeh e
colaboradores*” demonstraram que a resposta a deplecdo de triptofano
induzida pela IDO afeta mais pronunciadamente linfécitos T CD8 do que CD4 e
isso se deve ao diferente acionamento da via GCN242, O mesmo grupo
comparou a via da GCN2 quinase em linfocitos T e células de pele e
observaram que a resisténcia que fibroblastos e queratinécitos possuem em
comparacgdo aos linfécitos T se deve a via GCN24. Assim, por conta de
tumores de bexiga expressarem IDO, levantamos a hipotese de que a GCN2
quinase poderia estar sendo ativada nesses tumores e, desta maneira, poderia

estar influenciando o comportamento celular.

1.6.1b Via AHR

O receptor de hidrocarboneto de arila (AHR, do inglés aryl hydrocarbon
receptor) € um fator de transcricdo acionado através da acao de L-quinurenina
e seus derivados. A L-quinurenina liga-se ao AHR, induzindo a expressao de
genes que controlam o sistema imune, incluindo o aumento de IDO em células

dendriticas*4.

Esta via de “mao dupla” levou a hipétese de que a expressao de IDO possa
ser mantida constitutivamente por meio de sua relacdo com o AHR.
Litzenburger e colaboradores* demonstraram que células neoplasicas que
expressam IDO constitutivamente acionam o AHR que por sua vez induz a via
STAT-3-IL-6 que aumenta a expressdao de IDO, estabelecendo-se um

mecanismo autécrino de sustentacéo da expressdo de IDO%.
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Opitz e colaboradores demonstraram que a L-quinurenina produzida pela
TDO (do inglés tryptophan-2,3-dioxygenase), a isoforma constitutiva no
controle plasmatico do triptofano e que também é expressa em alguns tumores,
aciona o AHR em tumor cerebral sendo um mecanismo para a
imunossupressdo antitumoral*®. Ndo s6 a L-quinurenina, mas também seus
derivados podem acionar o AHR, como o0 acido quinurénico, promovendo

aumento de IL-6 via AHR como um mecanismo anti-inflamatorio?’.

A ativacdo do receptor citosélico AHR por seus substratos leva a
translocacdo de seu complexo para o nucleo, onde ha formacédo de um dimero,
ativando a transcricdo de fatores como o citocromo P450 CYP1A1l, que pode,

entdo, ser utilizado como um marcador sensivel da ativacdo do AHR*®.

Pelo fato de o AHR ser apontado como um mediador da sobrevivéncia e
motilidade de células de glioblastoma?®4°, é provavel que esteja envolvido na
diferenciacdo celular e estabelecimento de fendtipos mais resistentes. Em
células de cancer de pulméo, o AHR esta envolvido no processo de transicéo
epitélio mesenquimal (TEM)*°. Além disso, a invasividade de células de
carcinoma renal é controlada pelo AHR®!. Camundongos transgénicos para
ativacdo permanente de AHR desenvolvem tumor de estbmago
espontaneamente®!. Desta maneira, a IDO néo teria um efeito apenas sobre o
sistema imunoldgico agindo via AHR, mas também efeitos independentes do
sistema imune, ou seja, efeitos diretos sobre a promocdo de tumorgénese e
disseminacdo tumoral. Em céancer de bexiga esses efeitos ndo foram

explorados até o momento.
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1.6.2IDO e cancer

Estudos tém demonstrado a expressdo de IDO em alguns tipos de
cancer, apontando a enzima como um fator protetor por garantir “escape
imunoldgico”, ou seja, aquisicdo de tolerancia imunolégica ao tecido

neoplasico®?.

Em camundongos pré-imunizados, a expressado de IDO foi capaz de
conferir protecdo as células neoplasicas infundidas, sendo perdida a partir da
inibicdo quimica da IDO com o MT®>3.Camundongos nocauteados para o gene
Binl demonstraram elevacédo tumoral da expresséao de IDO, sugerindo que esta
encontra-se sob o controle deste gene®*. A inibicdo da IDO potencializa o efeito
de quimioterapicos contra os tumores®. Este efeito é perdido quando se trata
de camundongos imunodeficientes ou com deplecdo de linfocitos T CD4+ e T
CD8+, sugerindo a presenca de um fator protetor relacionado a sua
imunomodulacéo®*. A expressdo de Binl é inibida em neoplasias humanas de
diversos tecidos como mama, préstata, pulmdes, célon, sistema nervoso e

pele®>59 indicando a possivel participagdo da IDO neste processo.

A associacdo do papel da IDO em tumores comecgou a ser explorada
apo0s a descoberta de seus mecanismos imunomoduladores. Em 2003,
Uyttenhove e colaboradores caracterizaram a presenca de IDO em tumores de

diversos tecidos tumorais humanos, entre eles em CB®3.

A expressao de IDO “in situ” correlaciona-se com progressao de cancer
endometrial, funcionando como marcador para piora do progndstico clinico®®.
Na mesma linha de estudo, a expressao de IDO encontra-se relacionada com

diminuicAo da sobrevida e pior progndéstico para portadores de cancer
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ovariano®l. Sua expressdo também esta presente em cancer coloretal, sendo
relacionada a metastase hepatica®’, embora efeito semelhante tenha sido
descrito em carcinoma hepatocelular®?, um estudo com cocultura de células
mononucleares de sangue periférico e células de carcinoma hepatocelular
demonstrou papel importante da IDO para a atividade imune anticancer®3. Este
efeito contraditério foi também demonstrado em carcinoma renal, onde
detectou-se a expressdo de IDO em células endoteliais de vasos tumorais,
correlacionando-se com maior sobrevida dos pacientes®*. A IDO parece

exercer efeitos paradoxais dependentes do tipo de tecido neoplasico.

Um estudo envolvendo pacientes com cancer e hiperplasia da proéstata,
demonstrou que a expressao de IDO é significativamente maior nos tumores
em relacdo ao tecido hiperplasico, sendo apontada como atraente marcador

para este tipo de neoplasia®®.

Recentemente, estudos em camundongos com a combinacédo do uso de
MT e melatonina associados a vacina anti-HPV mostrou efeitos positivos no
tratamento de tumores associados ao HPV (papiloma virus humano). Esses
dados mostras que o uso isolado do MT também pode levar a um aumento do
volume tumoral, sendo necessarios cuidados e administracdo da droga apenas

em associacdo com os demais compostos no tipo de tumor estudado®®.

Nos ultimos anos, estudos demonstraram que a expressdao de IDO
correlaciona-se com progressdo de CB, classificagdo histologica, grau e
estagio TNM, além de ser observada em tumores de pacientes com menor
sobrevida®”. Sua expressdo também foi associada um pior prognéstico em
casos com alta expresséo da enzima em fases iniciais e em tumores ainda em

estagio ndo-musculoinvasivos®8-6°,
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Nosso grupo demonstrou que ceélulas T24 (linhagem humana de
carcinoma de células transicionais de bexiga) expressam constitutivamente
IDO e que sua inibicdo pode ser induzida por TGF-B%°. Além de estar envolvida
na tolerancia imunologica, € possivel que a IDO participe da fisiopatologia do
CB através de mecanismos ndo imunolégicos. Foi demonstrado que a
expressdo de IDO correlaciona-se com mediadores de transicdo epitélio-
mesenquimal e seu tratamento com metil-triptofano (MT; inibidor da IDO) é

capaz de intensificar o processo®®.

Essa hipotese parece ter sido confirmada recentemente, onde dados
mostram que o papel da enzima apresenta ndo so efeitos imunomoduladores
benéficos ao tumor, como também pode promover a ativagcdo de mecanismos
de progressao e metastase, como a ativacao de processos de transicao epitélio

mesenquimal (TEM) por meio da ativacdo da dia IL-6/STAT3/PD-L17°.

Estudos clinicos de fases 3 e pré-clinicos vém sendo realizados
associando ndo s6 o uso de inibidores de IDO, como também outras terapias
auxiliarem em combinacdo como meio de diminuir as taxas de recidiva e

progressao tumorais’?.

1.7IDO e BCG

O IFN-gama é considerado o maior indutor da expressédo de IDO e, por
este motivo, foi postulada uma relagéo direta entre IDO e BCG, uma vez que a
exposicdo ao BCG induz fortemente a producdo de IFN-gama, tanto por células

imunes como nao-imunes.
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Embora ndo haja estudos que demonstrem a ligacdo existente entre IDO
e BCG em tumores, existem fortes evidéncias desta ligacdo no contexto da
expressdo. Estudos com animais tém demonstrado que a administracdo de
BCG em camundongos promove aumento significativo de IFN-y, tanto local
como sistémico, elevando a expressao de IDO no sistema nervoso central. Tal
aumento promove a deplecédo de triptofano, substrato essencial para a sintese
de serotonina, favorecendo um quadro de depressdo’?’6. Além disso, o
aumento da atividade de IDO induzida por vacinacdo com um antigeno
especifico da Mycobacterium tuberculosis, denominado 85A, correlacionou-se

positivamente ao aumento de IFN-y plasmatico nos pacientes vacinados’’.

O efeito da IDO na modulacdo e na previsdo de resposta ao BCG
(tratamento convencional que consiste na aplicacdo de uma cepa Viva,
atenuada de bactérias Mycobacterium bovis diretamente no local do tumor com
ciclos repetidos ap6s a resseccéao transuretral do tumor vesical ndo foi ainda
demonstrado, porém profissionais da area tem levantado esta hipdtese em
revisdo da Nature Review Urology 2015’8, onde a associacdo do inibidor da
IDO indoximod (MT) com BCG é sugerida, uma vez que o indoximod tem sido

utilizado para outros tipos de cancer como por exemplo o de préstata’@.

1.8Inibidores da IDO e cancer

A proposta de utilizagdo de inibidores da IDO em diversos tipos de
cancer vém ganhando maior espago nas propostas atuais de ensaios clinicos.
Em uma rapida pesquisa, pelo website clinicaltrials.gov/”®, podemos encontrar

34 estudos clinicos realizados ou em andamento com diferentes inibidores e
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para diversos tipos de cancer, mostrando uma crescente preocupacao entre
pesquisadores ao redor do mundo na modulacdo da IDO como fonte de
tratamento. Destes, apenas um deles apresenta ensaios realizados
especificamente com tumores de bexiga. Com base nos principais inibidores
escolhidos para ensaios clinicos em andamento, dois deles mostraram um
potencial de interesse para seu uso para responder os objetivos deste trabalho,

sendo apresentados a seguir com maiores detalhes.

1.8.11-Metil-D-Triptofano (MT)

O MT, um inibidor competitivo da IDO, atua competindo com o triptofano
pelos sitios de ligacdo com a IDO, desta maneira, diminui entdo, a formacao
dos compostos de quinureninas e derivados, além de prevenir a deplecdo do
triptofano, aminoacido essencial. Ambas as acfes tém potencial para garantir a
inibicdo da acdo da IDO sobre estes dois fatores, podendo auxiliar no combate
ao escape imunoldgico fornecido ao tumor pela enzima’®. Atualmente, foram
realizados/estdo em andamento 6 ensaios clinicos registrados pelo
clinicaltrials.gov buscando seu uso também associado a tratamentos

convencionais.

Nos ultimos anos, porém, o uso de MT vém sendo associado ao
acionamento de AHR, indicando também, que apesar de sua acéo prevenindo
a deplecdo do triptofano, pode ligar-se de maneira inespecifica nos mesmos
alvos procurados pelas quinureninas, exercendo, portanto, o desencadeamento
de vias com papel linfotdxico e potencialmente prejudicial na resposta imune do

paciente ao tumors°,
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Embora haja uma controvérsia sobre o papel do IDO no céancer,
moléculas que podem modular as vias mediadas pelo IDO tém sido vistas
como promissoras para o tratamento do cancer. Neste contexto, o MT, tem sido
intensamente estudado como um agente anticancerigeno. Atualmente, sua
associacdo com docetaxel foi usada em um ensaio clinico de fase | com

pacientes com tumores soélidos metastaticos?.

Nosso grupo demonstrou que células T24 (linhagem humana de
carcinoma de células transicionais de bexiga) expressam constitutivamente
IDO e que sua inibicdo pode ser induzida por TGF- B%. Além de estar
envolvida a tolerancia imunoldgica, é possivel que a IDO participe da
fisiopatologia do CB através de mecanismos ndo imunoldgicos. Foi
demonstrado que a expressdo de IDO correlaciona-se com mediadores de
transicdo epitélio-mesenquimal e seu tratamento com metil-triptofano (MT,;
inibidor da IDO) associado de TGF-Baumentam a capacidade migratoria e de

invaséo das células T24 e diminui a expresséo de IDO®9,

1.8.2INCB 024360

Dos ja citados ensaios com inibidores da IDO, 9 destes correspondem
ao uso de outro composto, o Epacdostat (INCB024360) e seus analogos. Este
inibidor apresenta-se como uma proposta de um potente e especifico inibidor

da IDO com bons resultados em modelos in vivo de melanoma?®2.

Estudos pré-clinicos detalhados mostraram que o INCB024360 atua

como um inibidor competitivo da triptofano da atividade catabodlica da IDO1
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humana em ensaios baseados em células (IC50 = 12 nmol / L) com

seletividade 100 vezes maior que a exibida para IDO2 e TDO?2.

A administracdo de INCB024360 em camundongos singénicos inibiu os
niveis de quinurenina em aproximadamente 90% no plasma e no tumor e
reduziu o crescimento do tumor em camundongos imunocompetentes, mas nao
em imunocomprometidos, confirmando que a eficacia do medicamento
depende da imunidade funcional. Além disso, no modelo de melanoma B16, o
INCB024360 aumentou os efeitos antitumorais dos anticorpos anti-CTLA4 ou
anti-PD-L1, onde a producdo aumentada de IL2 e a proliferacdo de células T

CD8 + sugeriam atividade mais pronunciada das células T8,

Estudos preliminares dos primeiros relatos dos resultados da
combinacdo do INCB024360 com os anticorpos anti-PD1 em melanoma,
cancer de cabeca e pescoco, pulmédo, rim e urotelial®*. No melanoma, as
combinac¢des de anti-PD-1 (pembrolizumabe ou nivolumabe) mostram taxas de
resposta geral e controle da doenca semelhantes as produzidas pela
combinacéo aprovada de anticorpos PD-1 e CTLA-4 (ipilimumabe), mas sem o
alto grau de efeitos colaterais autoimunes da combinacdo desses

anticorpos®°-86,

No cancer de cabeca e pescoco, dados preliminares de 38 pacientes
pré-tratados intensamente sugerem que o INCB024360 poderia aumentar as
taxas de resposta geral e controle da doenca quando administrado com anti-
PD-1, de maneira independente dos niveis de PD-L1 ou do status do HPV,
também sem qualquer aumento notavel dos efeitos colaterais. Com base
nesses resultados, o desenvolvimento clinico do INCB024360 avangou em um

total de 14 tipos de tumores, sendo co-administrado com anticorpos anti-PD-1
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(nivolumabe ou pembrolizumabe) ou anti-anticorpos PD-L1 (atezolizumabe e

durvalumabe)®’.

Um estudo de fase Il em melanoma para a combinacdo com
pembrolizuma, entretanto, foi suspenso apoOs resultados preliminares nao
demonstrando diferencas em relacdo a sobrevida livre a doenca em

comparagdo com tratamento realizado apenas com anticorpos anti-PD18’.

Ademais aos possiveis efeitos benéficos que podem advir da associacéo
desse novo inibidor da IDO, estudos também séao realizados para a criacao e
aplicacao também de analogos do INCB024360. Apoés o teste e refino de varios
analogos por meio da modificacdo de suas estruturas radicais e funcionais &
possivel melhorar a solubilidade e biodisponibilidade do farmaco, além de
melhor especificidade da acéo inibitoria (diminuindo sua afinidade cruzada para
a enzima TDO) obtendo compostos com melhor otimizacdo e potencial de uso
clinico, como o composto Incb024360-Analog 5L8(INCB), composto utilizado

nos experimentos realizados nesta tese.
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2 Justificativa

Procedimentos imunoterapicos desenvolvidos na rotina de tratamento de
CB nao invasivos, como o uso de BCG, apresentam beneficios ao quadro de
uma parcela consideraveis de pacientes, entretanto, por mecanismos nao
ainda elucidados ainda apresentam uma alta taxa de recidiva e progressédo nos

anos pos-tratamento.

A interacdo desses fatores abordados (IDO e BCG), podem estar em
ligagdo, visto que mecanismos desenvolvidos pela agdo do bacilo para a
ativacdo imune sdo 0s mesmos responsaveis por possibilitar a producédo de
uma maquinaria de citocinas responsaveis por promover a inducao de 1DO,
molécula que vém sendo fortemente ligada a progressao de diversos tumores

e, mais recentemente, também ao CB.

Assim, levanta-se a hipétese de o BCG, enquanto realiza seu papel ja
estabelecido, estaria também induzindo a selecdo ou desenvolvimento de
células tumorais remanescentes com alta expressao de IDO, que seriam entdo
responsaveis por um pior prognéstico e desfecho para o paciente a longo

prazo.

E importante também realizar uma investigacdo mais profunda em
relacdo as abordagens tomadas para o manejo da expressdo de IDO nos
ensaios clinicos que ja seguem em curso. A melhor compreensédo da interacao
de seus diferentes bloqueadores com as vias da IDO podem auxiliar a
estabelecer os melhores candidatos para aplicacéo direta desse procedimento

em rotina clinica, sem efeitos inespecificos ou inesperados.
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3 Objetivos

Objetivo central do presente estudo foi descrever o papel da IDO no CB.
Mais especificamente,

1) No contexto prognostico, analisar a expressao de IDO em espécimes de CB
e correlaciona-la com estadio, grau, progressao, recidiva e sobrevida de

pacientes com CB;

2) No contexto terapéutico, verificar se o tratamento com BCG induz a

expresséo de IDO no CB, conferindo um risco para a progressao do CB;

3) No contexto terapéutico, verificar se dois inibidores seletivos da IDO
atualmente testados no tratamento de outros tipos de cancer inibem a IDO no

CB, bem como suas vias, buscando a melhor opcéao para abordagens futuras.
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4 Materiais e métodos

4.1 Fase 1: Avaliacédo da IDO em espécimes humanas de CB

4.1.1 Casuistica

Foram selecionados casos de carcinoma ndo musculo-invasivo (NMI)
(estadiamento Ta - Carcinoma papilifero ndo invasivo, Tis - carcinoma in situ ou
T1 - tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial) e musculo-invasivo (Ml)
(estadiamento >T2)do Hospital Euryclides Jesus Zerbini, a partir de analise de
prontuério. Os fatores de exclusédo foram: uso de radioterapia ou quimioterapia
sistémica adjuvante a cirurgia, uso de mitomicina no intraoperatério,
indisponibilidade do bloco de parafina e auséncia de dados clinicos e
anatomopatoldgico do prontuéario. Assim, foram selecionados 88 casos de NMI
e 67 casos de MI. Os blocos de parafina contendo os espécimes cirdrgicos de
resseccdo endoscopica foram obtidos no Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital Euryclides Jesus Zerbini, em conjunto com os dados clinicos e analise
anatomopatolégica. Ndo houve necessidade de consulta especifica para o
projeto, bem como convocacdo de pacientes para aquisicdo de dados, visto

gue foram utilizados apenas espécimes ja colhidos e historico de prontuario.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Nove de Julho e pelo CEP do Hospital Brigadeiro, sob

namero: CAAE: 49446515.0.0000.5511.
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4.1.2 Elaboracéo e confeccéao do Tissue Micro Array (TMA)

A construcdo de blocos de TMA foi realizada a fim de obter maior
otimizacdo e garantir a presenca de regifes adequadamente representativas
dos tumores de interesse. A selecdo da regido tumoral foi realizada pela
patologista Katia Ramos Moreira Leite e a confeccdo do bloco de TMA feita

pelo servico de patologia da Fundacao Faculdade de Medicina da USP.

Trés fragmentos de cada paciente foram coletados e organizados em
novos blocos de parafina contendo um total de no maximo 120 fragmentos (até
40 pacientes) cada. Estes foram devidamente cortados em espessura de
3~4um e fixados em laminas previamente silanizadas para imuno-histoquimica

(Figura 5).

Figura 5. Etapas da construcdo dos blocos e laminas de TMA. Foram selecionadas
areas representativas das biopsias de tumor (A) a partir de coloragdo HE. Trés
amostras de cada paciente foram coletadas (B). As amostras foram incluidas em um
anico bloco de parafina, com até 58 pacientes por bloco de arranjo (C). Na figura (D), é
possivel observar corte seriado com coloracdo histologica (hematoxilina) para
visualizar os tumores em microscépio 6tico convencional em ampliagdo de 100X (E) e
400X (F).
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4.1.3 Imunohistoquimica para IDO em espécimes de CB humano

Para o processo de desparafinizacao, as laminas foram mantidas por 30
minutos em estufa a temperatura de 60°C. Em seguida, as laminas passaram
por baterias de banhos, sendo 3 fases de xilol absoluto por 9 minutos cada,
seguidas de 2 banhos em alcool etilico absoluto por 5 minutos e, por fim, 2
banhos em alcool etilico 96% por 5 e 3 minutos, respectivamente. Apos a
remocao do alcool através de um banho em agua destilada por 5 minutos, os
tecidos foram submetidos a panela a vapor, em tampao basico EDTA por 30
minutos, para aumentar a exposi¢cao antigénica. A seguir, as laminas foram
mantidas em solucéo de bloqueio de peroxidase enddgena, composta por 70%
de metanol, 20% agua destilada e 10% peroxido de hidrogénio 30%
(concentracao final de peréxido 3%), protegidas da luz, por 30 minutos. Apés
lavagem em PBS, as bordas da regido contendo as amostras foram margeadas
com uso de PapPen (Sigma-Aldrich), a fim de garantir o contato dos reagentes

posteriores com as amostras de interesse.

Para o bloqueio de liga¢cBes inespecificas, as amostras foram incubadas
com 6% de leite reidratado (Nestlé Brasil LTDA, Sao Paulo, Brasil) e albumina
sérica bovina 0,5% em PBS, por 15 minutos. Apdés remocdo do volume
excedente do bloqueio, as laminas foram incubadas com o anticorpo anti-IDO
ABCAM (ab106134), diluido 1:10 na mesma solucéo de bloqueio (Leite + BSA),
durante a noite e em camara Umida a 4°C. No dia seguinte, as laminas foram
incubadas com reagentes EnVision Flex HRP (K0690; Dako Co, Dinamarca),
sendo o polimero anti-IGG e, na sequéncia, o substrato-cromdégeno DAB para

completar a reacdo (K346811; Dako Co, Dinamarca). Como etapa final, as
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lAminas foram coradas com hematoxilina de Harris e seladas com uma

laminula por meio de uso de solucao de glicergel.

4.1.4Analise imunohistoquimica

Para a quantificacdo, contamos com a colaboracédo da Dra. Katia Ramos
Moreira Leite, patologista e pesquisadora pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP). A marcacao tumoral muito fraca foi
classificada como 0 (sem positividade), uma marcacao forte e menor do que
50% da area tumoral foi considerada como escore 1 e uma marcacédo forte
acima de 50% da massa tumoral foi considerada como escore 2. Foi realizada
a soma dos trés escores de cada paciente, por exemplo, o paciente que teve 2,
1 e 2 nas respectivas amostras ficou com um escore final de 5. A partir de
entdo, para cada marcador e variavel foi encontrada uma nota de corte via
curva ROC, para entéo reclassificarmos em dois grupos: baixa expressao de
IDO e alta expresséo de IDO, possibilitando, assim, uma analise de correlacao

entre variaveis nominais.

4.2 Fase 2: Efeito do BCG sobre a expressao de IDO1 no CB

4.2.1 Andlise in vitro

Como o objetivo desta fase foi avaliar um possivel efeito do BCG sobre a
expressédo de IDO em linhagens de CB e ndo sobre a mortalidade das células,

foram realizados experimentos para a determinagao da concentragéo ideal de
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BCG, a qual foi estimada em 1:1 (uma unidade formadora de colénia para
cada célula de CB). A metodologia e resultados destes experimentos prévios

sdo apresentados como Anexo 1.

4.2.1a Expressao de IDO em células humanas de CB incubadas com BCG

Para esta fase, foram utlizadas 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 grau 1 e
grau 3, respectivamente. Foram cultivadas e mantidas em cultura com meio
RPMI 1640 (Vitrocell, Campinas, SP), suplementado com soro fetal bovino 10%
(SFB) e antibidticos (50 U/ml penicilina e 0,05 mg/ml estreptomicina, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), a 37°C com 5% de CO:..

Para a incubacdo com BCG, 2,0x10° células RT4 ou T24 foram
incubadas em placas de 6 pocos (Corning, Nova lorque, EUA), por 24 horas.
No dia seguinte, o meio foi trocado por RPMI 10 % SFB, porém livre de
antibioticos, e contendo 10 UFC de BCG por célula. O BCG foi adquirido
comercialmente (Cepa Moreau, fabricado pela Fundacédo Ataulpho de Paiva,
Rio de Janeiro, Brasil), sendo ressuspendido diretamente em meio de cultura
RPMI, na concentracdo de 2X108UFC/mL. As células de BC permaneceram 24
h incubadas com BCG, sendo depois incubadas em meio novo 10% SFB e
antibioticos, sem conter BCG, por mais 24 h ou 96 h. Desta maneira, 0s
periodos de incubagdo foram 48 h e 120 h a partir do contato com as
micobactérias. Ao término do protocolo, as células foram tripsinizadas
(incubacao com solucao de tripsina 0,25 % em tampé&o EDTA por 5 minutos a
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37° C) e os pellets congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80° C para
posterior extracdo de RNA.A Figura 6 apresenta o desenho esquematico dos

experimentos.

48 h do contato BCG

120 h do contato BCG
BCG
Dias 1¢° 29 3¢ 49 5o 62 79

Plagueamento
2x106 cels Adigdo do Retirada do

BCG BCG o o
Tripsinizacdo Tripsinizagdo

Figura 6. Desenho esquematico dos experimentos realizados com células RT4 e T24
incubadas com BCG por 24 h e mantidas em dois diferentes periodos 48 h e 120 h a
partir da exposicdo com BCG.

4.2.1bExpresséo de IDO em células humanas de CB incubadas com BCG

e com células mononucleares

A fim de verificar a dependéncia de células do sistema imune na
provavel indugcdo de IDO com BCG, foi realizado um ensaio associando a
linhagem T24 com células mononucleares de sangue periférico humano. Este

experimento foi realizado apenas com células T24.

Para tal, células T24 foram mantidas em protocolo de rotina de cultura
padrdao. Sangue total foi coletado de individuo saudavel e as células
mononucleares foram separadas em gradiente de densidade Ficoll-Paque,

seguindo-se o protocolo do fabricante. As células T24 foram entédo incubadas
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com BCG por 24 h, conforme protocolo descrito anteriormente, e depois

cocultivada com células mononucleares por mais 96 h.
Resumidamente, as condicdes foram:

e T24: células T24 em protocolo padrao de cultivo;

e T24+BCG: células T24 incubadas com BCG;

e T24/mono: células T24 incubadas com BCG e depois cocultivadas com
células mononucleares humanas;

e T24/mono+BCG: células T24 incubadas com BCG e depois

cocultivadas com células mononucleares humanas.

Passado o periodo proposto, o sobrenadante foi removido, as células
lavadas em PBS e tripsinizadas para armazenamento e posterior extracao de

RNA.A Figura 7 apresenta o desenho esquematico dos experimentos.

120 h do contato BCG
BCG Células mononucleares

Dias 19 22 3@ 49 5o 62 70

Plagueamento
2x108 cels Adicdo do Retirada do

BCG BCG
Tripsinizacao

Células
mononucleares

Figura 7. Desenho esquemético dos experimentos realizados com células T24
incubadas com BCG por 24 h e depois mantidas em cocultura com células
mononucleares.

43



Materiais e métodos

4.2.2 Andlise in vivo
4.2.2a Modelo animal de CB

O modelo animal para CB escolhido foi o de inoculacédo de células MB49
(originada em camundongo isogénico C57BI/6) em camundongos C57BI/6
através da via transuretral. Todos os procedimentos foram realizados a partir
da aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade

Nove de Julho (Protocolo-AN0025/2015).

Células MB49 (ATCC), ja integrantes da rotina de cultura em nosso
laboratorio, foram mantidas em cultura com meio RPMI 1640, suplementado
com SFB 10%, antibioticos (50 U/ml de penicilina e 0,05 mg/ml de
estreptomicina) e L-glutamina (2mM), sob atmosfera a 5% de CO: e

temperatura de 37°C.

Apos atingirem confluéncia de aproximadamente 80%, foram
tripsinizadas (incubacao com solucédo de tripsina 0,25 % em tampédo EDTA por
5 minutos a 37° C) e ressuspendidas em tampdo PBS na concentracdo de
2,0x10% células por microlitro. A viabilidade foi determinada através da

coloracéo por azul de tripan, contendo um minimo de 90% de células viaveis.

Camundongos C57BI/6 fémeas foram devidamente anestesiados com
solugcdo de guetamina e xilazina para uma dose de 100mg/Kg e 10mg/Kg,
respectivamente. Apds confirmacédo da anestesia, foi utilizado um cateter estéril
de polietileno 24 G sem agulha, que apdés ser lubrificado com gel hidrossolavel,
foi delicadamente introduzido atraves da uretra e acoplado diretamente a uma
seringa de insulina. Apos remoc¢ao do volume urinario com o uso da seringa, foi

realizada a instilagcdo com PBS na regido interna da bexiga, para lavagem da
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regido. Apos a remocao do PBS, 100 pl de solucéo de nitrato de prata (AgNOs3)
1M foi administrada, permanecendo na bexiga por 10 segundos a fim de causar
uma leve lesdo na camada urotelial, permitindo a instalacdo das células
tumorais. Apos remocao da solucéo, a bexiga é lavada novamente com PBS,

por 5 vezes, garantindo a remocao dos residuos de nitrato de prata.

Um volume de 50 pl da suspensdo de células MB49 em PBS foi
inoculado, contabilizando um total de 1,0X10* células por animal, e mantidas
com o animal imovel por um periodo de 45 minutos. Este nUmero de células foi
baseado em estudo previamente publicado®e também padronizado em nosso

laboratorio.

4.2.2b Grupos experimentais, acompanhamento e eutanasia

O periodo de acompanhamento dos animais foi definido com base no
estudo de Dobek e colaboradores®.A confirmacdo do estabelecimento do
tumor foi realizada pela presenca de hematuria macro ou microscopica, em um
periodo de até 7 dias apOs o procedimento de inoculacdo. Os animais, entao,

foram divididos em 2 grupos:

*Controle(n=8): animais que receberam apenas veiculo (PBS) durante um

periodo de 4 semanas, apés confirmada a instalacdo do CB;

* BCG (n=8): animais que receberam BCG durante um periodo de 4 semanas,

uma vez por semana, apés confirmada a instalacao do CB;

O peso dos animais foi verificado a cada 3 dias, bem como a presenca

de hematuria, que caracterizou a instalagdo com sucesso do tumor de maneira
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indireta. Concomitante a verificagdo da hematuria, a ultrassonografia foi
utilizada para confirmar a presenca de massa tumoral pouco antes da primeira
instilacdo com BCG. O volume tumoral foi avaliado a cada trés dias, com o

auxilio de um paquimetro.

AsFiguras8 e 9 sumarizam o procedimento realizado e tempos de
acompanhamento e tratamento dos animais, assim como o detalhamento da

confirmacédo do tumor por meio de hematuria e ultrassonografia (Figura 9).

Tratamento com MT/BCG

7 14 21 28

Dia 1

I Inoculagdo das células MB49 I I Hematdria l Eutandsia

Dissecgdo para extragdo tecido
PCR em tempo real
Imunohistoquimica

Ultrassom

Figura 8. Desenho esquematico do protocolo animal. A partir do quinto dia
(aproximadamente) foi possivel observar hematuria. Os tratamentos com MT e BCG
sdo realizados a partir do quinto dia de protocolo, apds confirmagdo do
estabelecimento do tumor. Por fim, o procedimento de eutanasia é realizado e o tecido
tumoral encaminhado para as analises propostas.
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Figura 9. Modelo murino ortotépico de CB. Os animais receberam células MB49 pela
via transuretral. Apos aproximadamente 5 dias da instilagdo, os animais apresentam
hematdria macroscépica (A). Enquanto animais ndo-inoculados ndo apresentam
hematdria (B), animais que receberam células MB49 apresentam hematuria
microscopica (C). Enquanto animais normais apresentam a luz vesical livre a
ultrassonografia (seta em D), animais que receberam células MB49 apresentam tumor
apos 3 semanas da instilagéo (asterisco em E).

O tratamento com BCG foi iniciado aproximadamente 5 dias ap0s a
inoculacdo das células MB49, sendo mantido semanalmente ao longo do
periodo de acompanhamento. Para tanto, foi instilado um volume de 100 ul de
PBS contendo 1,5X10°% UFC de BCG, permanecendo na bexiga por 30 minutos.
A concentracdo de BCG foi estabelecida baseando-se em estudos prévios0:8°.,
Durante este procedimento, 0s animais permaneceram anestesiados com

guetamina(100mg/Kg) e xilazina(10mg/Kg).

Durante todo o periodo de protocolo dos animais, foram verificadas as
condicdes que estabelecem o bem-estar e condi¢des passiveis de interrupgéo

precoce do protocolo. Para tal, foram estabelecidos critérios de “endpoint
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(momento em que se deve intervir para evitar o sofrimento animal, nem que
esta intervencdo seja a eutanasia, conforme definicdo original publicada pelo
Canadian Council on Animal Care(CCAC) em 1998: “Endpoint is defined as the
point at which an experimental animal's pain and/or distress is terminated,
minimized or reduced, by taking actions such as killing the animal humanely,
terminating a painful procedure, or giving treatment to relieve pain and/or
distress” %°. O endpoint adotado foi a perda de peso acima ou igual a 10% do

peso no inicio do protocolo e/ou prostracdo com pelo ericado.

O procedimento de eutanasia foi realizado com quetamina e xilazina,
pela via intraperitoneal, nas doses de 300 mg/Kg e 30 mg/Kg, respectivamente,
doses que equivalem a trés vezes a dose anestésica convencional. A eutanasia

foi concluida por deslocamento cervical, apds extracédo do tecido vesical.

A bexiga contendo o tumor foi coletada e dividida em duas se¢Bes com
auxilio de um bisturi, encaminhando uma porcdo diretamente para
congelamento em nitrogénio liquido e armazenada em freezer -80°C (para
analise em biologia molecular) e outra parte destinada a histologia. Para
histologia, o tecido foi mantido em formol tamponado 10% por 24 h, sendo

depois mantido em alcool etilico 70% até emblocamento em parafina.
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4.2.2c Analise imunohistoquimica em CB

A expressdo de IDO no tecido tumoral foi analisada por meio de
imunohistoquimica, para Vverificacdo da expressdo proteica, bem como
visualizacdo das regifes de maior expresséo, e de PCR em tempo real. Além
disso, foi também avaliado o numero de linfécitos T no tecido tumoral por meio

de imunohistoquimica para CDS3.

Os procedimentos de imunohistoquimica realizados seguiram 0s
mesmos principios e kits comerciais utilizados no procedimento realizado com
a analise de IDO em bidpsias humanas descrito anteriormente. Na analise de
linfécitos, o anticorpo primario usado foi o anti-CD3 (Anti-CD3 clone SP7 -
ABCam, Cambridge, Reino Unido), na diluicdo 1:100, também seguindo o0s

mesmos principios da técnica ja descritos anteriormente.

As analises foram realizadas através da contagem de células positivas
para IDO ou CD3 em campos contendo regifes de tumor sem a presenca de
infiltrados inflamatérios. A contagem foi realizada de maneira “cega”, sob

microscopia Otica (aumento de 200x).
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4.3 Fase 3: Efeito dos inibidores da IDO sobre o CB

4.3.1 Andlise in vitro

Para a inibicdo da IDO, utilizamos os seguintes inibidores quimicos
adquiridos comercialmente: 1-metil-D-triptofano (MT; cat 452483, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) e INCB024360-analog-5L (INCB; Incyte,

MonmouthJunction, NJ).

Células RT4 e T24 foram cultivadas de rotina conforme descrito
anteriormente. Para a realizacdo dos tratamentos propostos, as células foram
mantidas inicialmente em garrafas de 75cm? até atingirem cerca de 80% de
confluéncia. Apos tripsinizacdo, foram semeadas em placas de 6 pocos, com
100.000 células por poco em meio RPMI 1640 10% SFB e 1% de antibioticos, e
mantidas por 24 h para aderéncia das células aos pocos. Apos as 24h, as
células foram colocadas em processo de starvation para normalizacéo do ciclo

celular, ou seja, foram mantidas em RPMI 1640 com apenas 1% SFB.
Foram estabelecidos 3 grupos experimentais para cada tipo celular:

e Controle: células contendo apenas meio de cultura e veiculo (DMSO);

e MT: células que receberam MT na concentracdo de 500 uM, diluido
previamente em DMSO;

e INCB: células contendo o analogo INCB024360, em concentracédo de 1

uM, diluido previamente em DMSO.

As concentracbes de ambas substancias utilizadas foram obtidas com

base em estudos anteriores®! e mantidas em estufa por 48h a 37°C, 5%CO..
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Sob tais parametros, foi investigada por PCR em tempo real a expressao de

IDO, AHR, CYP1Al e CHOP.

4.3.2 Andlise in vivo

Apenas o MT foi testado em modelo animal, pois ndo foi possivel

adquirirmos o INCB de maneira suficiente.

Nesta fase, utilizamos o0 mesmo modelo animal descrito anteriomente, o
modelo de inoculacdo ortotopica de células MB49 em camundongos C57BL6.

Assim, dois grupos foram comparados nessa fase:

e Controle(n=8): animais que receberdo apenas veiculo durante um

periodo de 4 semanas, apés confirmacéo da instalacéo tumoral;

e MT (n=8): animais que receberdo MT diariamente durante um periodo de

4 semanas, apos confirmacado da instalacdo tumoral.

Para o tratamento com MT, os animais receberam MT através de
gavagem, uma vez ao dia, na dose de 100 mg/Kg, conforme estudo
farmacoldgico previamente realizado®. O MT (1-Metil-D-triptofano, cat. 452483,
Sigma-Aldrich) foi dissolvido em 6leo de soja pouco antes da administragéao.

Animais ndo tratados receberam apenas veiculo.

Todas as anadlises, procedimento de eutanasia e extracdo de tecido

tumoral foram realizadas conforme descrito anteriormente.
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4.3.3Analise da atividade da IDO

A atividade da IDO foi verificada para avaliar a eficacia dos inibidores.
Para tanto, foi dosada a L-quinurenina no sobrenadante das células por meio

de cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC).

Para esta andlise, o sobrenadante das células RT4 e T24 tratadas ou
ndo com os inibidores MT e INCB foi armazenado em freezer -80° C. No dia da
analise, o sobrenadante foi descongelado em gelo, seguindo-se a
desproteinizacdo com adicdo de acido tricloroacético 10% na proporcao 1:1 e
centrifugacdo a 5.000g, por 15 minutos, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante
desproteinizado foi recolhido e filtrado com seringa acoplada a filtro de 0,22um,

a fim de remover residuos celulares e macroparticulas.

As amostras foram entdo analisadas em aparelho HPLC (Agilent 1220
infinity, California, USA), com coluna 18C, e protocolos estabelecidos de 10
minutos de tempo de corrida por amostra, a 0,5 mL de fluxo por minuto, sob
comprimento de onda de captacdo de 254nm, correspondente ao espectro de
excitacdo da L-quinurenina. Padrdes com trés concentracdes de L-quinurenina

(50, 10 e 1 uM) foram usados para construcao de curva padrao.

4.4 Biologia molecular

4.4.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA total de tecido tumoral, as amostras foram

retiradas do freezer -80° C e maceradas em almofariz contendo nitrogénio
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liquido. ApGs maceracédo, o volume de 1 mL de reagente TRIzol (Invitrogen,
California, EUA) para cada 100 mg de tecido foi adicionado, homogeneizando-
se a amostra. Na sequéncia, o material foi transferido para microtubo livre de
RNAses e centrifugado a 12.000G, a 4° C, por 15 minutos.

Para a extracdo de RNA total de células cultivadas, foi utilizado o kit
PARIS™ (ProteinAnd RNA Isolation System), AppliedBiosystems, CA, USA).

A determinacdo da concentracdo de RNA foi feita por meio do
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher, California, EUA). O mesmo
equipamento foi usado para avaliar as relacbes 260/280 e 230/280 nm e,

consequentemente, a pureza das amostras.

Para a etapa de transcriptase reversa, foi utilizada a enzima SuperScript

[l (Invitrogen, Califérnia, EUA), segundo instrucfes do fabricante.

4.4.2PCR 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, foram realizados, além de uma curva de
melting, utilizando-se o equipamento 7500™ Real-Time PCR System

(AppliedBiosystems, Califérnia EUA). Os primers utilizados no estudo foram:
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Tabela 1. Primers utilizados para PCR em tempo real.

Gene Primers Identificacdo  Amplicon
Sense 5°-3’ nm
Antisense 5’-3’
TBP (housekeeping TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA NM_003194.5 297
humano) TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
GGTCATGGAGATGTCCGTAA NM_002164.5
IDO(humano) ACCAATAGAGAGACCAGGAAGAA 181
TTCACCACTCTTGACCCTGCTTC NM_001195053.1
CHOP TTCCTGGTTCTCCCTTGGTCTTC 158
ACATCACCTACGCCAGTCGTCGC NM_001621.5
AHR TCTATGCCGCTTGGAAGGAT 101
CTATCTGGGCTGTGGGCAA NM_000499.5
CYP1Al CTGGCTCAAGCACAACTTGG 138
B-actina(housekeeping - AGGAGTACGATGAGTCCGGCCC NM_031144.2 70
camundongo) GCAGCTCAGTAACAGTCCGCCT
TATTGCTGTTCCCTACTG NM_008324.2
IDO(camundongo) GGTCTTGACGCTCTACT 260

4 5Analise estatistica

Os resultados séo representados pela média + desvio padrdo ou como
mediana e valores minimos e méaximos. A curva ROC e indice de Yuden foram
usados para o estabelecimento de pontos de corte no estudo com humanos. A
analise de correlacdo das variaveis nominais foi realizada através do teste Qui-
guadrado. Na andlise de sobrevida, curva de Kaplan Meier foi adotada. Teste T
ou teste ANOVA One-Waycom corre¢cdo de Bonferroni foram usados nos
estudos de cultura de células e com animais. A significAncia estatistica foi

considerada a partir do p<0,05.
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5 Resultados

5.1 Fase 1: Correlagédo entre IDO e parametros clinicopatoldgicos
5.1.1 Caracteristicas da populacao selecionada

Com relagdo aos 88 casos de CB NMI, foram classificados e
selecionados com base nos dados clinicopatologicos, tendo como principal
fator de classificagdo o grau histolégico e o estagio do tumor (Tabela 2). A
recidiva foi considerada apds seguimento de 3 anos da primeira inducdo com

BCG.

Para os 67 casos de CB Ml, os critérios de classificagdo e inclusdo no
estudo tiveram a mesma base adotada para os CB NMI. A Tabela 3 apresenta

as caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes com CB M.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com CB NMI.

Casos

Idade (40-92a)

> 60
<60

20 (22,7 %)
68 (77,3 %)

Género

Feminino

Masculino

20 (22,7 %)
68 (77,3 %)

Tabagismo

Fumante

Nao Fumante

65 (73,9 %)
23 (26,1 %)

Grau Histoldgico

Gl
G3

41 (46,6 %)
47 (53,4 %)

Estadio

Ta
T1

68 (77,3 %)
20 (22,7 %)

Grupo de Risco

Alto Risco

Risco Intermediario

Baixo Risco

50 (56,8 %)
33 (37,5 %)
5 (5,7 %)

Progresséo
Sim

Nao

15 (17,0 %)
73 (83,0 %)

Recidiva
Sim

Nao

51 (58,0 %)
37 (42,0 %)
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Tabela 3. Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com CB M.

Casos

Idade (32-86a)

> 60 10 (14,9%)
<60 57 (85,1%)
Género
Feminino 14 (20,9%)
Masculino 53 (79,1%)
Tabagismo
Fumante 19 (28,4%)
Ex-fumante 32 (47,8%)
N&ao Fumante 7 (10,4%)
N&o declarado 9 (13,4%)
Grau Histoldgico (RTU)
G1 1 (1,5%)
G3 66 (98,5%)
Estadio
T2 22 (32,8%)
T3 26 (38,8%)
T4 19 (28,3%)
Recidiva
Sim 29 (43,3%)
Néo 38 (56,7%)
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5.1.2Analise da expressao de IDO em espécimes humanas de CB

A imunohistoquimica para IDO foi realizada com sucesso. Conforme
demonstrado na Figura 10, houve marcacao para IDO nas amostras do TMA.
Embora haja marcacdo em células de infiltrado inflamatério, foi considerada

apenas a marcagao em células tumorais.

Figura 10. Imunohistoquimica para IDO em espécimes de CB NMI. As laminas foram

contracoradas com hematoxilina e a positividade é observada em marrom. Da
esquerda para a direita, representacéo de escore 1, 2 e 2, respectivamente.

5.1.3Correlagéo entre a expresséo de IDO e os parametros patoldgicos

A Tabela 4 apresenta a comparacao entre o perfil de expressdo de IDO
contra grau, estadio, progressao, recidiva e tumorais em tumores NMI. Foi
possivel observar correlacdo positiva de IDO com o grau e o estadio (p<0,05).
N&o foi observada correlagdo de IDO com progressédo e recidiva nos casos

estudados.
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Tabela 4. Andlise de correlagéo entre a expressao de IDO e os dados patologicos.

Baixa Alta
expressao expressao Total Valor de p
IDO1 IDO1
Grau 1 14 (34 %) 27 (65 %) 41
P<0,05*
Grau 3 5 (11 %) 42 (89 %) 47
Estadio TO 18 (26 %) 50 (74 %) 68
P=0,041*
Estadio T1 1(6%) 19 (95 %) 20
Com progressao 13 (18 %) 60 (82 %) 73
P=0,843
Sem progressao 3 (20 %) 12 (80 %) 15
Sem recidiva 16 (43 %) 21 (57 ) 37
P=0,258
Com recidiva 16 (31 %) 35 (69 %) 51

Por fim, também foi realizada a comparacédo dos casos de tumores NMI
e Ml (Tabela 5), o dltimo grupo sendo correspondente aos pacientes
submetidos a cistectomia e que apresentaram tumores em estadiamento T2 ou
superior. Conforme pode-se observar, ha maior frequéncia de casos com alta

expressao de IDO quando se trata de CB MI (p<0,05).

Tabela 5. Andlise de qui-quadrado comparando a frequéncia de baixa e alta
expressao de IDO nos casos de CB NMI e MI.

Baixa Alta
expressao  expressao Total Valor de p
IDO1 IDO1
NMI 69 (78 %) 19 (22 %) 88
P<0,05*
Mi 42 (63 %) 25 (37 %) 67
Total de casos 110 (71 %) 43 (29 %) 155
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5.1.4 IDO vs. Sobrevida livre da doenca

Foi comparada a expressao de IDO e a sobrevida livre de doenca entre

a realizacdo da RTU e a recidiva. Nao foi encontrada diferenca na sobrevida

livre de doenca entre os individuos que apresentam baixa ou alta expresséao de

IDO (Figurall).

Taxa de sobrevida livre da doenca

Figura 11.

Sobrevida livre da doenca
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Sobrevida livre de doenca (meses) dos pacientes com baixa e alta
expressao de IDO.
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5.2 Fase 2: Efeito do BCG sobre a expressao de IDO1 no CB

5.2.1 Modelo in vitro para avaliacao dos efeitos do BCG sobre a expressao

de IDO1
5.2.1a Expresséao de IDO em células humanas de CB incubadas com BCG

ApoOs incubacdo de células RT4 e células T24 com BCG (proporcdo de
1/1) durante 48h, a expressédo de IDO foi analisada por meio de PCR em tempo
real. Conforme podemos observar na Figura 12, a incubacdo com BCG nao

modificou a expresséo de IDO em células RT4 e T24.

Efeito do BCG na expressao de IDO
(48h de incubacao)

B

2
:|-| | % -_%_ p<0.05 vs T24 e T24+BCG

RT4+BCG T24 T24+BCG

504

S

w
<

IDO1
(Expressao relativa)
-

Figura 12. Comparacéao entre as expressoes de IDO em células RT4 e T24 ap6s 48h
de incubag&do com BCG.
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Semelhante ao encontrado com 48 h, a incubagcdo com BCG por 120 h
também nao alterou a expressao de IDO tanto em células RT4 como em T24

(Figura 13).

Efeito do BCG na expressao de IDO
(120h de incubacao)

100+
< 80+ *
=
T 60
- 2 *
O o 40-
QB
= 2 20-
g 1
=3
W,

o =N

RT4 RT4+BCG T24 T24+BCG

Figura 13. Comparacao entre as expressoes de IDO em células RT4 e T24 apo6s 120h
de incubagédo com BCG.

5.2.1bExpresséo de IDO em células humanas de CB incubadas com BCG

e células mononucleares
Conforme demonstrado na Figura 14, a expressao de IDO é maior em

cocultura quando comparada com cultura simples de T24. Contudo, 0 contato

com BCG néo alterou a expressao de IDO.
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Expresséao de IDO em cocultura células T24 e

mononucleares
250-
3 T24
T24+BCG
= 2007 = T24/mono

T24/mono+BCG

(o)

a

(Expressao relativa
o
]

*
L1

1 s

*
% p<0,05 vs T24 e T24+BCG

Figura 14. Expressdo de IDO em células T24 cocultivadas ou ndo com células
mononucleares de sangue periférico humano (mono). A presenca de BCG nao alterou
a expressao de IDO apos 5 dias de incubacgéo.
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5.2.2 Modelo in vivo para avaliacédo dos efeitos do BCG sobre a expressao

de IDO1

5.2.2aAndlise da expressao da IDO em CB murino exposto ao BCG

Foi possivel estabelecer o modelo murinho ortotépico de CB em nossa
universidade. A analise histologica confirma o tumor desenvolvido apos 4
semanas da inoculacdo das células MB49 (Figura 15). A massa tumoral cresce
em direcdo da cavidade abdominal. Nota-se areas de necrose e areas com

infiltrado inflamatorio.
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Figura 15. Tumor formado por células MB49 (asterisco em todas as imagens) com
urotélio preservado (seta curva em A e B). Ha presenca de areas com necrose (cruz,
D e F) e células inflamatérias (cabeca de seta em F). As células MB49 infiltraram a
musculatura vesical (G) e induziram a formacédo de vasos sanguineos tumorais (seta,
H). Magnificag&o de 40X (A, D e G), 200X (B, E e H) e 400X (C, F).

A Figura 16 ilustra a expressdo de IDO1 em tumor de células MB49
desenvolvido apés 4 semanas da inoculacdo das células, avaliada por
imunohistoquimica. A positividade ocorre de maneira constitutiva, porém nao é

apresentada de maneira homogénea.
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Figura 16. Imunohistoquimica para IDO em tumor formado por células MB49. A
marcacao aparece com coloragdo acastanhada. Magnificagdo de 200X.

Na andlise semiquantitativa (imunohistoquimica), ndo foi observada
diferenga na expressdo de IDO1 entre animais tratados ou ndo com BCG
(Figura 17A). Corroborando os resultados imunohistoquimicos, a analise por
PCR em tempo real mostrou que néo hé diferenca na expresséo de IDO1 entre

animais tratados ou ndo com BCG (Figura 17B).
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Imunohistoquimica Real-time PCR
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Figura 17. Andlise da expresséo de IDO1 em tumor murino ortotépico, avaliada por
imunohistoquimica (A) e PCR em tempo real (B) (n=8 em ambas comparacoes).

5.2.2b Efeito do BCG sobre a sobrevida dos animais

Também foi comparado o efeito do BCG sobre a sobrevida (Figura 18)
dos animais portadores de tumor de bexiga. Como é possivel observar, 0 uso

de BCG nao influenciou a sobrevida dos animais.

Sobrevida - 10.000 células

S 100 — Controle
'S —— BCG
o
g
0
®
S 50-
S
T
s
[
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Dias

Figura 18. Sobrevida dos animais representada em grafico Kaplan Meier entre grupos
Controle e BCG (n=8).
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5.2.2c Efeito do BCG sobre o crescimento tumoral

Como € possivel observar na Figura 19, o tratamento com BCG nao

influenciou o volume tumoral.

o o o e
ha () -y wh
1 1 L 1

Volume tumoral (cm?)
ganho diario
o
e

0.0-

Controle BCG

Figura 19. Volume tumoral no dia da eutanéasia (n=8).

5.2.2d Efeito do BCG sobre o niumero de linfécitos T tumorais

Conforme demonstrado na Figura 20, o tratamento com BCG nao

influenciou o nimero de linfécitos T tumorais.

Imunohistoquimica

Células CD3* / campo
=

Controle BCG

Figura 20. Namero de linfécitos T CD3+ por campo (aumento de 400X). Para esta
andlise, foram analisados 50 campos de cada caso (n=8).
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5.3 Fase 3: Efeito dos inibidores da IDO sobre o CB

5.3.1 Analise in vitro

5.3.1a Comparacdo da expressdo da IDO1 e suas vias em diferentes

linhagens de CB

Como € possivel observar na figura 21A, a expressao de IDO1 é
aproximadamente 70 vezes maior em células T24 (Expresséo relativa de 1,0 +
0,1em RT4 e 73,8 £ 17,0 em T24, p<0,05), assim como a expressao de CHOP
e CYP1Al apresentam-se também maiores em células T24 (Expressao relativa
de 1,0 £ 1,2 em RT4 e 10,5 + 4,5 em T24 para CHOP (Figura 21B), p<0,05 e
de 1,0 em RT4 e 28,2+1,5 em T24 para CYP1A1p<0 (Figura 21C), p<0,05). Ja

em relacdo ao AHR néo foi encontrada diferenca entre as células (Figura 21D).
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Figura 21. Comparacdo das expressfes génicas entre células RT4 e T24. Foi
realizado PCR em tempo real para a comparacdo da expressdo dos genes IDO (A),
CHOP (B), AHR (C) e CYP1AL1 (D) (* = p<0.05).

5.3.1b Efeito dos inibidores da IDO sobre a atividade e expresséo de IDO1

A analise da atividade da IDO foi realizada por meio da dosagem de
quinurenina no sobrenadante das células. Com relacdo as células RT4, néo foi
possivel detectar quinurenina no meio de cultura. J& com as células T24, foi
possivel detectar quinurenina no sobrenadante e a presenca tanto do MT como
do INCB024360 diminuiu significativamente a quantidade de quinurenina no

meio de cultura (Figura 22).
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Quinurenina (células T24)
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Figura 22. Dosagem de quinurenina em sobrenadante de células T24 incubadas com
inibidores da IDO. INCB: INCB024360. * p<0,05 vs. Controle.

Com relacdo a expressdo de IDO1, os tratamentos com ambos
inibidores foram eficientes para garantir a inibicdo da expressédo de IDO em
células T24 (Expressao relativa de 1,05 + 0,42 em controle vs. 0,24 + 0,16 em
INCB e 0,35 + 0,16 em MT; p<0,05) (Figura 23B). Este efeito, todavia, nao foi

observado em células RT4 (Figura 23A).

(A) IDO1 (células RT4) (B) IDO1 (células T24)
2.0 2.0
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Controle  INCB mT Controle  INCB MT

Figura 23. Expressdo de IDO em células RT4 (A) e células T24 (B) incubadas com
inibidores quimicos da IDO.
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5.3.1c Efeito dos inibidores da IDO sobre as vias de ativagao da IDO1

Ao analisar os efeitos dos dois inibidores sobre as vias da IDO, nao foi
observada diferenca na expressao de CHOP entre os grupos (Figura 24), com
um aumento na expressdo de AHR apenas em células RT4 (1,0+0,2 em

controle vs. 1,4+0,2 em INCB e 1,3 £0,1 em MT) (Figura 25A).
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Figura 24. Expressdo de CHOP em células RT4 (A) e células T24 (B) incubadas com
inibidores quimicos da IDO.
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Figura 25. Expressdo de AHR em células RT4 (A) e células T24 (B) incubadas com
inibidores quimicos da IDO.
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Em relacdo a expressdao de CYP1Al, por outro lado, pode-se notar
aumento significativo com o tratamento com MT em ambas as linhagens
celulares (Expresséao relativa de 1,00 £0,02 em controle RT4 vs. 50,3 +8,1em
MT e 1,0+0,4 em controle T24 vs. 7,2+0,9 em MT, respectivamente; p<0,05)

(Figura 26).
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Figura 26. Expressdo de CYP1Al em células RT4 (A) e células T24 (B) estimuladas
com IFN-y e tratadas com inibidores quimicos da IDO.

73



Resultados

5.3.2 Anélise in vivo

5.3.2a Efeito do MT sobre a sobrevida

De modo semelhante ao utilizado para avaliar a sobrevida de animais
instilados com BCG, também foi comparada a sobrevida de animais tratados
com MT (Figura 27). Como é possivel observar, o uso de MT também né&o

causou alteracdes significativas na sobrevida dos animais.
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Figura 27. Sobrevida dos animais representada em grafico Kaplan Meier entre grupos
Controle e MT.
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5.3.2b Efeito do MT sobre o volume tumoral

Como é possivel observar na Figura 28, o tratamento com MT nao

influenciou o volume tumoral (Figura 28).
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Figura 28. Volume tumoral. Os valores de volume tumorais no dia da eutanasia foram
divididos pelo numero de dias entre o dia da inoculagéo e o dia da eutanasia (n=8).

5.3.2c Efeito do MT sobre o niumero de linfécitos T tumorais

Por fim, foi a influéncia do uso de MT foi verificada pela contagem de
linfécitos no ambiente tumoral. Como é possivel observar na Figura 29, ndo ha
diferenca no niamero de linfécitos entre animais controle e tratados com MT

(Figura 29).
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Imunohistoquimica
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Figura 29. Numero de linfécitos T CD3+ por campo. Para esta analise, foram
analisados 50 campos de cada caso (n=8).
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6 Discussao

A IDO representa o grupo de moléculas com perfil imunomodulador
desde que, em 1998, Munn e colaboradores descreveram sua acdo na
protecdo do embrido semi-alogénico contra o sistema imune materno?®. Nos
altimos anos, sua acédo também foi observada em diversos tipos de céancer,
colocando-a como um potencial alvo terapéutico sob o espectro definido pelos
enunciados “hallmarks ofcancer’”, em especial o “escape imunoldgico”.
Seguindo essa linha investigativa, grupos comecaram a perceber sua
importancia na evolugcado de determinados tipos de cancer. Em 2015, Yang e
colaboradores®’ publicaram um estudo mostrando a analise da expressdo de
IDO em carcinoma urotelial humano, mostrando aumento da expresséo de IDO
de acordo com o grau de evolucdo do tumor®’. Esta hipétese encontrou ainda
mais forca quando, em 2017, Hudolimn e colaboradores publicaram um estudo
com portadores de carcinoma urotelial, correlacionando a expressao de IDO

com o grau tumoral®8,

Seguindo os moldes dos dois trabalhos descritos anteriormente, este
estudo buscou caracterizar a expressdo da IDO em uma populacdo de
individuos brasileiros, uma nacado tipicamente conhecida por um alto perfil
miscigenatorio e, portanto, que pode apresentar maior grau de variabilidade
genética para a descoberta de perfis estaveis de expressao de determinados
fatores. Assim, foi possivel realizar a confecgdo dos blocos de TMA para as
analises de imunohistoquimica para IDO no CB, facilitando em grande escala a
etapa de realizagcdo dos ensaios e garantindo condi¢cdes uniformes para a

andalise da marcacgéo de IDO. Este estudo concentrou-se na marcacdo de IDO
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apenas nas areas do tecido que correspondiam ao tumor em si, ndo de
concentrando neste momento na analise de IDO em infiltrados inflamatorios
que poderiam estar presentes no tumor (uma vez que macrofagos podem
expressar IDO). Com a colaboracédo de uma patologista experiente, foi possivel
observar e atribuir escores de classificacdo da expressao de IDO nos tumores.
Como resultados da primeira fase, a expressao de IDO correlacionou-se com o
estadiamento tumoral, o que corrobora os estudos ja& mencionados3>-37.Nossa
populacao apresentou maior expressao de IDO em tumores T1, corroborando o
estudo de Hudolimn e colaboradores®®,onde foi identificada uma maior
frequéncia de casos com alta expressdo de IDO em tumores de grau T1
gquando comparados aos de classificacdo TO. Isso pode ser explicado pela
maior expressao de IDO em tumores grau 3, estabelecendo a possibilidade de
que a indiferenciacdo das células tenha relagcdo com o perfil concéntrico de
instalacdo tumoral e a IDO tenha participacdo nesse processo. Os dados
encontrados em CB também corroboram achados semelhantes em outros tipos
de tumores descritos recentemente, dentre estes, tumores endometriais, de
ovario e hepatocelulares®-%?, Contudo, diferente do que foi encontrado nos
estudos de Yang®’ e Tsai®®, ndo foi observada diferenca em relacéo a recidiva.
A auséncia de correlacdo desse fator também foi demonstrada por Hudolin em
2017%8, o que pode ser justificado pelos diferentes tempos considerados como
recidiva, que chegou até cerca de 140 meses de acompanhamento nos

estudos realizados por Tsai®.

O BCG, dentre outros mecanismos, & capaz de exercer seus efeitos pela
acao citotoxica direta exercida no urotélio e sobre células tumorais

remanescentes apés o procedimento de RTU!®. O objetivo neste trabalho,
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entretanto, buscou analisar o possivel papel do BCG na modulagéo da IDO em
CB. Para tal, buscamos uma concentracdo de bacilos com taxa de toxicidade
inferior a 20% de mortalidade como meio de minimizar as alteracdes mediadas
por citotoxicidade direta (Anexo 1). N&o houve, entretanto, alteracao
significativa na expressao de IDO em células RT4 ou T24, mesmo em um
periodo apos 120h de incubagcdo com BCG.A associacao de células de CB com
células mononucleares humanas (que expressam IDO naturalmente) excluiu
também a possibilidade da modulacdo de IDO mediada por BCG em CB ser

dependente da interacdo com células do sistema imune.

Em relacdo aos dados obtidos do modelo in vivo, h4 expressao de IDO
nos tumores. Contudo, a expressdao de IDO n&o sofreu influéncia com

tratamento com BCG, mesmo ap6s um periodo elevado de protocolo (28 dias).

O uso de BCG também ndo promoveu ndao promoveu aumento de IDO

em curto prazo em bexiga normal (Anexo 1).

A literatura mostra aumento de citocinas pré-inflamatérias como IFN- v,
IL-6 e TNF na urina associadas ao uso de BCG?*. Foi demonstra que o uso de
BCG em humanos pode aumentar os niveis de IFN- y apds as primeiras horas
poés-instilacdo!®. Outro estudo, no entanto, mostra aumento de IFN- y na urina

somente apos a terceira instilagcdo com BCG®3,

A expresséo de IDO nao sofreu alteragbes a curta ou longa exposicdo
ao BCG mesmo com possiveis alteragdes em niveis de citocinas mencionados

nos artigos, melhorando a seguranca de seu uso como terapia.
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Corroborando os achados nos pacientes, nosso grupo demonstrou que
células tumorais de CB de grau 1 (RT4) expressam menos IDO do que células
invasivas de grau 3 (T24), reforcando a ideia de que quanto mais avancado o
tumor, maior a expressdo da IDO. Contudo, ndo se sabe se a IDO tem
participacd0 nesse processo OU Se aumenta como consequéncia de outros

fenbmenos.

A maior expressao de IDO em células T24 é acompanhada de uma
maior expressao da ativacao das vias GCN2 e AHR, sem alterar a expressao
do receptor. O acionamento de ambas as vias mostra que células invasivas de
CB sao capazes de, ao mesmo tempo, acionar mecanismos de
imunomodulacgéo pela deplecao do triptofano e acionamento da GCN2, levando

a anergia e apoptose dos linfécitos?®quanto pela ativacdo do AHR.

Essa diferenca na expressao do CYP1Al em células T24 pode ser
explicado pela expressao elevada de IDO1 nas mesmas (cerca de 70X maior
do que em células RT4), um efeito que seria intermediado pela alta producéo

de quinureninas, um ligante do AHR®*.

Reforcando a hip6tese de que a quinurenina promove a ativacdo do
AHR, levando ao aumento da expressdao do CYP1Al nas células t24. a

quinurenina foi detectavel apenas nas células T24 por HPLC.

A AHR tem sido associada ndo apenas ao inicio da tumorgénese, mas
também a promocédo, progressdo e metastase®, sendo capaz de modular as
proteinas de ades&do nas células do musculo liso para facilitar a invasdo
celular®®. Além disso, a ativacdo do AHR modula fatores de transcricdo

responsaveis pela transicéo epitelial-mesenquimal, aumentando a capacidade
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de invasdo dos queratindcitos®’. Essa relagdo em células de CB sera testada

futuramente pelo grupo.

Considerando que as células RT4 séo representativas das células de
CB grau 1 e T24 de CB grau 3, os dados in vitro estdo de acordo com as
descobertas dos conjuntos de dados do GEO, onde os citocromos foram mais

expressos em grau 3 do que em grau 1 (Anexo 2).

Corroborando os dados encontrados por Lewis em células tronco
mesenquimais®, foi possivel observar os efeitos do MT aumentando a
expressdo de CYP1Al, mostrando seu papel na ativacdo da via AHR também
em CB. Ja o analogo do INCB024360 é capaz de promover efeito inibitorio da
IDO sem o acionamento das vias alternativas da IDO, sendo considerado um
inibidor de potencial mais completo e especifico. Além disso, sua alta eficiéncia
em termos de especificidade de inibicdo e possibilidade de utilizacdo de uma
menor dosagem®podem estabelecer esse inibidor como uma melhor opgéo

para modulacao de IDO em ensaios in vivo.

O manejo de IDO em tumores de maneira especifica e com maior
especificidade apresenta uma questdo de relevancia clinica crescente.
Pesquisas recentes vém demonstrando o papel da IDO em tumores,
confirmando-a ndo s6 como importante no papel de escape imunolégico, mas
também em processos que levam a metastase, como a transicdo epitélio

mesenquimal®%:69.70,

A IDO configura-se efetivamente como um importante biomarcador para
a progressao e acompanhamento de CB e a miriade de fatores modulados por

sua acao deve ser levada em conta com cuidado na escolha de farmacos com
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poder de modulagcéo de sua acao, garantindo escolhas medicamentosas com
foco em eficiéncia e especificidade, a fim de minimizar efeitos indesejados pelo

acionamento de suas vias de forma alternativa, como ocorre om o uso de MT.
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7Conclusoes

Em suma, o presente estudo demonstra que:

1) A expresséo de IDO correlaciona-se com o grau e o estadiamento do CB,

podendo ser um biomarcador complementar no prognostico do CB;

2) BCG néo induz diretamente a expressdao de IDO em CB, reforcando sua

seguranca como tratamento adjuvante a RTU;

3) O MT aciona AHR em CB, assim, seu uso pode trazer risco para portadores
de CB, ja que esse receptor é associado com a progressao em outros tipos de
cancer. O INCB024360 demonstra maior seguranca em inibir a IDO em CB, ja

gue néo altera as vias GCN2 e AHR.
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8 LimitagOes do estudo

Dificuldades de perfil técnico resultaram em problemas no

desenvolvimento inicial da metodologia utilizada inicialmente no trabalho.

Embora o estudo utilizado como base para a metodologia de inoculacdo de
tumor ortotopico utilize o nimero de 500.000 células MB49 por animal, 0s
animais recebendo esse volume apresentaram, apesar da mencionada alta
taxa de sucesso na implantagéo tumoral, quadros graves de debilidade levando

a um end-point precoce.

O modelo apresentou-se como de extrema agressividade, com um
desenvolvimento tumoral muito acelerado, levando, entre outros, a um
processo de oclusdo do canal uretral ocasionado pela invasdo tumoral. Esse
desenvolvimento rapido do tumor impossibilitou que o mesmo desenvolvesse
irrigacdo sanguinea e nutricdo adequadas, levando a um processo de necrose

do tumor, aumento de inflamacéo e processo de sepse em alguns casos.

Assim, foram necessarias diversas etapas de testes e padronizacao do
modelo, com reduc¢édo do nimero de células infundidas para 250.000, 100.000,
50.000 e finalmente 10.000 células, representando 1/50 do numero
estabelecido na publicacdo original. Somente apds atingir esse numero foi
possivel garantir que os animais atingissem o fim do periodo de protocolo de
tratamento estabelecido de maneira a respeitar os parametros de end-point

adotados.

Ainda assim, houve, em alguns casos, uma variagdo no indice de certos
marcadores, dificultando os critérios de sua analise devido ao desvio gerado

pelas amostras.
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Outra intercorréncia ao longo do desenvolvimento do trabalho foi a dose
de MT utilizada nos animais. Nos baseamos em estudos de farmacocinética e
toxicologia estabelecido por Jia e colaboradores®, com dose de 100mg/kg dos
animais. E possivel que uma maior dose possa promover efeitos visiveis sobre
os fatores investigados, até mesmo gerando efeitos negativos devido ao

acionamento de AHR demonstrando pelos experimentos in vitro.

Por fim, houve a tentativa de caracterizara linhagem linfocitaria presente
nos tumores do modelo. As vias da IDO além de promoverem seus efeitos
diretos relacionados ao triptofano, promovem a maturagao de linfécitos t “naive”
em “Tregs”, que garantem um melhor ambiente de imunoescape ao tumor.
Foram testados 3 marcas e clones diferentes, ou mesmo diferentes lotes de
anticorpos anti-FOXP3 para caracterizacdo do perfil linfocitario, entretanto,
apesar das diversas tentativas de recuperacdo antigénica ou eliminacdo de
background a técnica histologica ndo obteve sucesso para a marcagao positiva

dos casos.
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10 Anexos

Anexo 1 - Resultados complementares

Estabelecimento da concentragcédo de BCG a ser usada nas culturas

A toxicidade direta de BCG (Cepa Moreau, fabricado pela Fundacéo
Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) foi avaliada, em modelo “in vitro”,

sobre células T24.

As células foram cultivadas de acordo com os procedimentos de rotina ja
descritos e apds atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, foram
tripsinizadas e plagueadadas em placas de 6 pocos (Corning, USA), com

100.000 células por poco.

Apbs 24h, foram incubadas com diferentes concentracdes de BCG por
célula (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 bacilos/célula), por diferentes periodos (1h, 6h,

12h, 24h e 48h) em meio RPMI com 1%SFB, sem antibioticos.

N&o foi possivel observar toxicidade em incubac¢des realizadas com 1h,
6h e 12h. Entretanto, como podemos observar na Figura 30, a proporgéo de
100/1 BCG/T24 aumentou a mortalidade das células T24 ap6s 24h (Figura
30A) e as proporcdes de 10/1 e 100/1 BCG/T24 foram toxicas para as células
T24 apods 48 horas de incubacgéo (Figura 30B), enquanto as proporc¢des 0,01/1,

0,1/1 e 1/1 nao apresentaram toxicidade em nenhum tempo de incubacéao.

Por meio deste experimento, foi definida a propor¢cdo de 1/1 para os

outros experimentos em incubacdes de 48h em todas as linhagens utilizadas,
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para que a diferenca na concentracdo do bacilo ndo representasse fator de

diferenca entre as linhagens.

(A) (B)
Mortalidade de células T24 em 24h Mortalidade de células T24 em 48h
100+ 100-
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*p<0,05vs. 0 e 0,001/1 *p<0,05vs. 0 e 0,001/1

# p<0,05 vs. todos outros grupos

Figura 30. Efeito da incubacdo de BCG sobre a mortalidade de células T24 em 24 h
(A) e em 48 h (B).

Validacdo da capacidade de endocitose do BCG sobre linhagem murina

MB49

Para verificar se os bacilos tinham capacidade de endocitose em células
tumorais murinas, confirmando sua acdo sobre o modelo tumoral e
comprovando a auséncia de efeito do bacilo sobre a expressdo de IDO

encontrada, foi realizado modelo in vitro de endocitose do bacilo.

Foram realizadas incubagcfes de MB49 com BCG durante 24 horas. A

Figura 31 ilustra as células MB49 incubadas com BCG.
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Figura 31. Incubacao de células MB49 com BCG. Microscopia 6ptica invertida.
A seta indica célula MB49 e o asterisco indica uma area intercelular com
inUmeros bacilos.

A presenca de bacilos vivos foi no interior de células MB49 e a
expressao de IDO foram avaliadas por meio de fluorescéncia. Os bacilos foram
marcados com fluoréforo vermelho. Apos 24 horas de incubacdo, pudemos
observar que os bacilos foram endocitados pelas células MB49 e

permaneceram viaveis (Figura 32).
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Figura 32. Imunofluorescéncia para identificacdo de BCG (vermelho). Na coluna da
esquerda, hd imagens de células MB49 incubadas com BCG, extraidas com filtro branco.
Na coluna do meio, imagens capturadas com filtro vermelho, evidenciando-se os bacilos
em vermelho. J& na coluna da direta, os bacilos aparecem no interior das células MB49, a
partir da sobreposi¢cdo de imagens.
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