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Resumo

O cancer de bexiga destaca-se pela alta capacidade de recidiva e
progressao metastatica, relacionada a transicao epitélio mesenquimal (EMT). A
indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) é uma enzima expressa em diversos tipos de
tumores, associada com escape tumoral, devido seus mecanismos
imunoldgicos. Ha indicios de que a IDO participe da EMT por meio do TGF- B1.
O 1-metil triptofano (MT), o inibidor quimico da IDO, potencializa a EMT em
células de cancer de bexiga. Uma possibilidade € que o MT seja capaz de ativar
o receptor de hidrocarboneto de arila (AHR), pois o AHR foi relacionado no
processo de EMT em outros tipos de cancer. O objetivo do presente estudo é
analisar a ativagado do AHR em células T24 de carcinoma de bexiga humana por
MT, a fim de correlaciona-la com o processo de EMT. Para isso, foi realizado
“analise in silico” banco de dados GSE13507 correlacionado a expressao relativa
de AHR, CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1. Para a analise “in vitro” as células T24
foram incubadas com TGF-beta1, MT e/ou CH223191, um inibidor do AHR. Os
resultados “in silico” foi possivel observar alta expressao de CYP1A1 e CYP1A2
associada ao grau histologico, estagio e progressao do tumor. Ja na analise “in
vitro” os resultados demonstraram que o CH223191 é capaz de inibir a ativacao
do AHR através da diminuicdo da expressdo de CYP1A1. Porém, a inibicdo da
ativacdo do AHR é incapaz de impedir a EMT desencadeadas por 1MT e
TGFbeta1. Apesar de nao ser observado a EMT reversar, ndo podemos descarta
gue o AHR esteja relacionado com a potencializagdo da EMT desencadeada pelo
MT, pois encontrar marcadores EMT confidveis requer uma abordagem
combinatoéria, bem como distinguir entre fungdes associadas e nao associadas a
EMT. Concluimos que o MT é capaz de ativar o AHR no cancer de bexiga,
sugerindo uma via metabdlica que justifica o efeito potencializador do MT na EMT

desencadeada pelo TGF-beta1.

Palavras chaves: Transicdo epitélio mesenquimal, Carcinoma de bexiga urinaria,
Indoleamina 2,3 dioxigenase.



Abstract

Bladder cancer stands out for its high relapse capacity and metastatic

progression, related to a mesenchymal epithelial transition (EMT). Indoleamine
2,3 dioxygenase (IDO) is an enzyme expressed in several types of tumors,
associated with tumor escape, due to its immunological mechanisms. There is
evidence that an IDO participates in EMT through TGF-B1. 1-methyl tryptophan
(MT), the chemical inhibitor of IDO, potentiates EMT in bladder cancer cells. One
possibility is that MT is able to activate the aryl hydrocarbon receptor (AHR), as
AHR has been linked in the EMT process in other cancers. The aim of the present
study is to analyze the activation of AHR in human bladder carcinoma T24 cells
by MT, in order to correlate it with the EMT process. For this, a "silica analysis" of
the GSE13507 database correlated to the relative expression of AHR,
CYP1A1, CYP1A2 and CYP1B1 was performed. For an “in vitro” analysis how
T24 cells will be incubated with TGF-beta1l, MT and/or CH223191, an AHR
inhibitor. The results "in silico" it was possible to observe high expression of
CYP1A1 and CYP1A2 associated with the histological grade, stage and
progression of the tumor. In the “in vitro” analysis, the results showed that
CH223191 is able to inhibit the activation of the AHR by decreasing the
expression of CYP1A1. However, inhibition of AHR activation is unable to prevent
EMT triggered by 1MT and TGF-beta1. Although EMT reversal is not observed,
we cannot rule out that AHR is related to EMT potentiation triggered by MT, as
finding EMT markers requires a combinatorial approach, as well as distinguishing
between EMT-associated and non-EMT-associated functions. We conclude that
MT is able to activate AHR in bladder cancer, suggesting a metabolic pathway
that justifies the potentiating effect of MT on EMT triggered by TGF-beta1.

Keywords: Mesenchymal epithelium transition, Urinary bladder carcinoma, Indoleamine

2,3 dioxygenase.
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1 Introducgao

O cancer é uma das maiores causas de morte no mundo. De acordo com
a Sociedade Americana de Cancer, em 2021 nos Estados Unidos estédo
projetados mais de um milhdo e setecentos novos casos de cancer e mais de
seiscentos mil mortes. Entre os canceres destaca-se o cancer se prostata e

mama, sendo os mais frequentes entre homens e mulheres, respectivamente”.

Ainda com relagao ao levantamento realizado pela Sociedade Americana
de Cancer, estima-se que em 2019, 61.700 homens e 18.770 mulheres sejam
acometidas com cancer de bexiga urinaria. O cancer de bexiga € o quarto tumor
de maior incidéncia nos homens, sendo que no decorrer do ano
aproximadamente dezessete mil pessoas irdo a 6bito por canceres de bexiga urinaria
no decorrer do ano?.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), tivemos 9.480
casos de o cancer de bexiga em 2018, sendo o sétimo cancer mais comum em
homens, e o décimo quarto em mulheres3. Alguns fatores como a exposigéo a
produtos quimicos, tabagismo e infec¢des estao relacionados com a incidéncia

e o desenvolvimento do cancer de bexiga*.

Embora as terapias anti-neoplasicas para o cancer de bexiga como a
ressecc¢ao do tumor, a quimioterapia com Mitomicina C, Thiotepa, Doxorubicina
e a imunoterapia com o Bacilo Calmette-Guérin (BCG) vem reduzindo a
morbimortalidade, mas a mortalidade ainda é alta®>. Os canceres urogenitais
representam uma grande parcela dos canceres humanos, destacando-se pela
alta capacidade metastatica. Os indicadores sdo alarmantes e reforcam a

necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes e marcadores mais
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sensiveis para diagndstico e prognéstico. Os tumores de bexiga sé&o
classificados de acordo com a sua capacidade de invasdo, como Ta (Tumores
que nao invadem a musculatura da bexiga), T1 (tumor que invade apenas a
submucosa), Tis (carcinoma in situ), T2 (tumor que invade o musculo), T3 (tumor

que invade tecido perivesical) e T4 (tumor que invade outras estruturas)®.

A transicao epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés epithelial mesenchymal
transition) em neoplasias malignas tem sido relacionada com o desenvolvimento
e poder metastatico do tumor. Ocorrem mudangas complexas na arquitetura
tecidual e no comportamento celular, facilitando a disseminacéo. No processo de
EMT, as células epiteliais passam a expressar marcadores mesenquimais, como
a vimentina, perdendo a expressao de e-caderina (ECAD), um dos marcadores
epiteliais responsaveis pela estabilidade da ligacéo intercelular e entre célula-
matriz extracelular’. Esta mudanca fenotipica diminui a polaridade das células
epiteliais, promovendo a liberagdo da célula presa a membrana basal,
propiciando a invasdo. Um dos mecanismos envolvidos nesse processo €&
através da mediagéo via TGF- (do inglés, transforming growth fator beta), um

reconhecido indutor de EMT, influente no processo de metastase®.

Como uma tentativa de frear a disseminac¢ao tumoral, 0 nosso grupo vem
trabalhando para entender o papel da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO)
no cancer de bexiga, uma vez que células de carcinoma de bexiga humano
expressao (IDO), conhecida por seu papel imunomodulador'®. Varios tumores
também expressao a enzima IDO apontando um mecanismo de escape

tumoral.
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A IDO uma molécula reconhecida como imunomoduladora. Estudos
sugerem que a IDO exergca um papel pro-neoplasico, especialmente através de
seus efeitos em bloquear o ataque imunoldgico mediado por células T'2. Este
efeito foi muito bem caracterizado na interface materno fetal, onde a expresséao
de IDO em trofoblasto protege o tecido embrionario contra o sistema imune

materno’s.

Por outro lado, células T24 de carcinoma de bexiga humana, quando
incubadas com o inibidor quimico da IDO o 1-Metil Triptofano (MT) e TGF-beta1,
sdo induzidas a EMT, potencializando a disseminagao tumoral'®. Acredita-se que
este mecanismo ocorra pelo fato que o MT seja capaz de ativar o receptor de
hidrocarboneto de arila (AHR, do inglés aryl hydrocarbon receptor) em alguns

tipos celulares™.

O AHR é um fator de transcricdo que transloca-se para o nucleo celular
quando é ligado a ligantes xenobidticos e endégenos’®. O seu papel na EMT é
controverso, mas em células A549 de cancer de pulmao a ativagdo do AHR

regula a autofagia, modulando positivamente a EMT'6

1.1 Transicgao epitélio-mesenquimal (EMT)

A EMT representa um processo bioldgico no qual células epiteliais perdem
suas caracteristicas, adquirindo um fenétipo mesenquimal. As modificagdes que
ocorrem durante a EMT em células de cancer, estdo associadas com resisténcia
ao tratamento, resisténcia e apoptose e maior capacidade de invasao em
tecidos. Durante a EMT ocorre degradagao da membrana basal, favorecendo a

migracao das células para camadas epiteliais distantes da qual se originou
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Adaptado: J Clin Invest. 2009 Jun;119(6):1420-8. doi: 10.1172/1C139104.

Figura 1: Representacao da alteracdo da morfologia das células antes e
depois do processo de EMT. Adaptado de Raghu Kalluri e Robert A. Weinberg,

2009.

A EMT resulta de mudangas complexas na regulagao de expressao génica,
pois genes que conferem caracteristicas epiteliais sao reprimidos, para que
ocorra a modulagdo positiva de genes mesenquimais. A e-caderina é
responsavel por promover as jungdes célula com célula, promovendo polaridade
com a membrana basal, limitando a capacidade migratoria. Durante a EMT a
ecaderina é reprimido pelo fator de transcrigdo Snail’®. Em contrapartida, as
células com fendtipo mesenquimal passam a expressar marcadores como
vimentina, fibronectina e n-caderina, conferindo a capacidade migratéria,

favorecendo a motilidade celular durante a EMT17-19,

A EMT é classificada em trés tipos diferentes, o tipo um, ocorre durante o
periodo embrionario, para que ocorra o desenvolvimento dos 6rgaos. O tipo dois,
esta associado com o processo inflamatério, ativando os fibroblastos a
reconstruir o tecido lesionado. Por fim, o tipo trés, ocorre em células tumorais,

associado com a progress&o tumoral e metastase'®. (Figura 2)
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Adaptado: J. Clin. Invest. 119:1420-1428 (2009).

N

(A) EMT tipo 1 esta associado com

implantagdo embrionaria. (B) EMT tipo 2 envolvido no contexto de inflamagéao e

fibrose. (C) EMT tipo 3 envolvida no pro

cesso de metastase tumoral. Adaptado

de Raghu Kalluri e Robert A. Weinberg, 2009.

Uma das caracteristicas do tecido epitelial € a plasticidade, a EMT pode

sofre os o0 processo inverso, chamado d

e transigdo mesenquimal para epitelial

(MET)?°. A EMT e a MET s&o mediadas por mudangas transcricionais e s&o

observadas durante o envolvimento embrionario (tipo um), cicatrizagcao tecidual

(tipo dois) e na tumorigénese (tipo trés)'’

Existem varios fatores que transcri

¢ao associados com o desenvolvimento

da EMT, o Snail e Slug sdao amplamente estudo, pois estdo associados a

remodelagdo da cromatina, regulando negativamente a expressao de ecaderina.

O Twist induz a EMT no cancer, associado diretamente a invasao tumoral,
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desencadeando a metastase. Expressdo do twist reduz a expressdo de

marcadores epiteliais e aumenta a expressdo de marcadores mesenquimais'’.

O TGF-beta é um importante fator de crescimento e diferenciacao de
células e tem sido descrito na carcinogénese, especialmente no processo de
EMT que acontece durante o desenvolvimento neoplasico metastatico?'-22. Em
modelo de carcinoma de pele desenvolvido em camundongos transgénicos, foi
possivel demonstrar que a auséncia de receptor para TGF-betal
correlacionouse com melhor prognéstico?®. Neste sentindo, em células de
carcinoma de bexiga, ja foi bem descrito que o TGF-beta1 é capaz de induzir a

EMT, relacionando a maior malignidade tumoral’%-24,

Curiosamente, estudos com células dendriticas demonstram que a IDO pode
ser induzida pelo TGF- B1 através da via de sinalizagao PI3K/Akt, a mesma via
que promove regulagao do ciclo celular e desencadeia o processo de EMT em
tumores?®. Esta é uma via extremamente interessante para sugerir a interagao
entre TGF-beta e IDO na indugcédo da EMT, por isso se faz necessario estudar o
efeito da inibicdo da IDO como o MT em relagdo a EMT, pois existem estudos

clinicos evidenciando a utilizag&o?®.

1.2 Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO)

A IDO é uma molécula classicamente conhecida como imunomoduladora.
O papel imunomodulador da IDO surgiu com os estudos experimentais
desenvolvidos por Munn e colaboradores que demonstraram que existe um
aumento significativo da expressao de IDO em células trofoblasticas e que a

administragcao de MT, um inibidor da IDO, causa rejeicao do tecido embrionario
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em camundongos, mediada por linfécitos T alorreativos’™®. Em estudo
subsequente, o mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que macréfagos
cultivados “in vitro” expressando IDO, inibindo a proliferacdo de linfécitos T

através da deplecgao de triptofano'?.

A IDO promove deplecdo de Triptofano, produzindo metabdlitos, mais
especificamente os derivados da quinurenina. Terness e colaboradores
demonstraram que células dendriticas expressando IDO inibem a proliferagédo
de linfécitos T “in vitro” e a adigao de derivados da quinurerina potencializa este
efeito inibitorio?”. Além de inibir a proliferagdo, os derivados da quinurenina
induzem apoptose em linfocitos T “in vitro”, além de suprimirem timécitos
alorreativos “in vivo™?8.

Os efeitos imunomoduladores da IDO sdo extremamente atraentes para a
manutengdo de um tecido que pode ser considerando como indesejavel pelo
sistema imunoldgico, ou seja, estes efeitos podem ser responsaveis pela
manutengao e desenvolvimento tumoral. De fato, células neoplasicas podem
expressar IDO e essa expressao correlaciona-se com a protecao do tumor contra
o sistema imunoldgico?®. Nota-se que as células de cancer de bexiga urinaria

expressao IDO de forma constitutiva®.

Clinicamente, a expressao de IDO “in situ” correlaciona-se com progressao
de céancer endometrial, funcionando como marcador para pior prognostico
clinico®'. Na mesma linha de estudo, a expressdo de IDO esta correlacionada
com diminuicdo da sobrevida e pior prognostico para portadores de cancer
ovariano®2, Além disso, a expressado de IDO esta presente também em céancer

coloretal e esta relacionada a metastase hepatica e diminuigao de linfécitos T33.
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A inibicdo da IDO com o MT potencializa o efeito de quimioterapicos no
melanoma, cancer de prostata, leucemia mieldide aguda, cancer cerebral,
adenocarcinoma pancreatico e cancer de mama3+. Curiosamente, no cancer de
bexiga o MT potencializou a disseminagdo tumoral'®, sugerindo que o MT se
ligue em outros receptores, ativando vias metabdlicas associadas a progressao
do cancer de bexiga. Como hipotese, o MT pode estar associado a ativagdo do

AHR em células de cancer de bexiga como acontece com as células estromais’4.

1.3 Receptor de Hidrocarboneto de Arila (AHR)

O AHR foi descrito inicialmente como um receptor para o ligante do
2,3,7,8-tetraclorodibenzo- p-dioxina (TCDD), um contaminante presente em
herbicidas e, em seguida, como ligante de hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares®®. Com o passar dos anos, foi demostrado que compostos
endodgenos, incluindo metabdlitos de triptofano, flavonoides, indol-3-carbinol e

seus metabdlitos também s&o capazes de ativa o receptor36-37-38,

Estruturalmente, o AHR € encontrado no citoplasma, ligados a um
complexo proteico constituido pela chaperona HSP90 e XAP. Apds a ativacao do
AHR por algum ligante, ocorre alteragdo conformacional. Dessa forma, as
proteinas que envolvem o AHR no citoplasma dissociam, ocorrendo a sua
translocacao para o nucleo, local que ocorre a formacgao do heterodimero com o
translocador nuclear de AHR (ARNT). O heterodimero reconhece o elemento
responsivo a dioxina (DRE) o qual possui a sequéncia (5'-CACGC-3 '), descrita
como regido promotora que € capaz de induzir a transcricdo de genes alvos com

o CYP1A1 em diversos tipos celulares®®. (Figura 03)
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O AHR funciona como um fator pré-tumoral, modulando diretamente a
invasdo de células cancerosas*’, regulando genes, incluindo Citocromo P450
Familia 1 Subfamilia A Membro 1 (CYP1A1), Citocromo P450 Familia 1
Subfamilia A Membro 2 (CYP1A2), Citocromo P450 Familia 1 Subfamilia B
Membro 1 (CYP1B1).38 O CYP1A1 metaboliza vérios pré-carcinégenos, como o
benzo(a)pireno, em intermediarios que podem reagir com o DNA, resultando em
mutagénese. O CYP1B1 no glioblastoma regula producdo de altos niveis de
quinurenina, associado a progressao do cancer. O CYP1A2 no rim, relaciona

maior o risco de cancer apds o transplante renal®®.
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Figura 03: Mecanismo de ativagdo do AHR por ligantes aerobidticos e enddgenos.

Adaptado de Drew R. Neavin et al 2018.

A partir da descoberta do AHR, os pesquisadores descreveram moléculas

antagonista, que se ligam ao AHR, mas impedem a ativagdo. Duas das moléculas
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descritas sao 7-Ketocholesterol e CH223191, que ser ligam ao AHR. Essas moléculas
podem impedir a translocacio nuclear, uma vez que, inibem a atividade de transcricao
do receptor, podendo ser utilizado para compreender o papel do AHR na sinalizagao

celulart'-42,

Atualmente, estudos tem demonstrado a relagdo do AHR no céncer?, de
fato, o AHR é apontado como um mediador da sobrevivéncia e motilidade de
células de glioblastoma®. E provavel que este receptor esteja envolvido em
varios estagios da progressdo do cancer, incluindo o inicio de células
cancerigenas, invasao tumoral e metastase. No cancer hepatocelular, existem
evidéncias que mostra a ativacdo do AHR regulando a sinalizacdo de TGF-beta,

desencadeando a EMT44.

A IDO esta relacionada a ativagdo do AHR, pois a L-quinurenina, um dos
metabalitos de triptofano, liga-se ao AHR induzindo EMT em células de cancer
de pulm&o*®. Porém, em células estromais, o inibidor quimico da IDO também
se mostrou eficaz na ativagdo do AHR'. O que nos leva a hipétese de que o MT
ative o AHR em célula de cancer de bexiga humana, o qual potencializa a EMT

induzida por TGF-beta1.

Considerando que o MT esta sendo amplamente utilizado em ensaios
clinicos relacionados a tumores, com o objetivo de esgotar a atividade da
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e a via da quinurenina, impendido o escape
imunoldgico tumoral.*® Este estudo se faz importante para apontar os riscos da

utilizagdo do MT no cancer de bexiga.
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2 Objetivos

O objetivo do presente estudo é analisar a ativagcdo do AHR em cancer de bexiga
humana por MT, a fim de correlaciona-la com o processo de EMT.

Mais especificamente, os objetivos sao:

Analisar “in silico” do banco de dados GSE13507 para correlacionar a

expressdao de AHR, CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1 com o grau e
progressao tumoral.

Avaliar as células T24 estimuladas com TGF-beta1 e 1-metil triptofano e

avaliar expressado de CPY1A1.

Avaliar a inibicdo do AHR utilizando CH223191, em células T24

estimuladas com TGF-beta1 e 1-metil triptofano e verificar a EMT através
da expressao de e-caderina, n-caderina, snail e slug.
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3 Materias e Métodos

3.1 Andlise de expressao no banco de dados GEO

O Banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) foram explorados para obter dados de
pacientes com cancer de bexiga*’. Além do microarray, dados de grau, estagio
e progressao do tumor eram necessarios. A série GSE13507 foi selecionada,
fornecendo dados de 165 pacientes com carcinoma de células transicionais.
Todas as informagdes sobre os pacientes e suas amostras foram coletadas dos
estudos que deram origem a série GSE13507, Lee e colaboradores*® e Kim e
colaboradores*®. Os tumores foram testados e classificados de acordo com o
American Joint Committee on Cancer. De todos os 165, 103 foram
histologicamente diagnosticados com cancer de bexiga musculo ndo invasivo
(Ta,n=23; T1, n = 80) e 62 com cancer de bexiga musculo invasivo (T2, n = 32,;
T3, n = 19; T4, n = 11). Metastatica foi detectada em 13 casos de invasao
muscular (T2, n = 5; T3, n = 5; T4, n = 3). Os espécimes foram obtidos de
resseccgao transuretral de tumor de bexiga (para tumores superficiais) ou de
cistectomia (para tumores musculo invasivos). A progressao foi definida como a
progressao do estagio apods a recidiva da doenga em tumores musculo néo
invasivos do e tumores musculo invasivos. GEO2R, uma ferramenta da web
baseada em R usada para analisar dados GEO, foi usada para obter valores de
expressao relativa de AHR, CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1. Para separar os
pacientes entre os dois grupos (baixa e alta expressao dos genes alvo), um ponto
de corte foi determinado para cada gene com base na mediana ou curva ROC

que prevé a progressdo do tumor. A andlise de correlagdo foi realizada
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confrontando a expressdo relativa dos genes-alvo com caracteristicas

clinicopatolégicas (sexo, idade, grau do tumor, estagio e progressao).

3.2 Cultura celular

Foram utilizadas células humanas T24 de carcinoma de bexiga,
adquiridas comercialmente do banco de células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (Associagdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich). As células foram
mantidas em cultura com meio McCoy (Sigma-Aldrich), suplementado com soro
fetal bovino 10% e antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100mg/ml),
a 37°C com 5% COo..

Para o estimulo, as células foram semeadas em placas de 06 pocos, ao
atingirem confluéncia de aproximadamente 75%, foram incubadas em triplicata
com TGF-1 5 ng/ml (R&D Systems, EUA), MT 1 mM (catalogo 452483,
SigmaAldrich, San Diego, USA), inibidor da IDO e/ou CH223191 20 nM (sigma-
Aldrich, San Diego, USA), Inibidor do AHR, por 48 horas, a fim de detectar se a
inibicdo do AHR ira modular EMT, avaliada pela expressao de e-caderina e n-

caderina por PCR em tempo real.

T24
CONTROLE MT MT + TGF MT + TGF + CH
Diluente TGF-31 1-MT (1 mM) 1-MT (1 mM) 1-MT (1 mM)
Diluente 1-MT TGF-B1 (5 ng/mL) TGF-B1 (5 ng/mL)

Diluente CH223191 CH223191 (20 nM)
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Figura 04: Desenho do estudo “in vitro”.
3.3 Extracao de RNA
RNA total das células foi extraido com o kit PureLink® RNA Mini (Thermo Fisher

Scientific, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

A quantificagao do RNA foi feita em espectrofotémetro (NanoDrop, Thermo
Scientific, EUA), medindo-se a densidade 6ptica nos comprimentos de onda 260
e 280 nm. O calculo da concentragao de RNA, expresso em ug/mL, a partir da
absorbancia a 260nm. A leitura de 1 OD corresponde a uma solugao pura de
RNA em fita-simples na concentragcdo de 40 pg/mL. A leitura a 280 nm sera
utilizada para determinar a contaminagao das amostras com proteinas. A analise
sera feita baseando-se na razdo entre as absorbancias a 260 e 280nm e o valor

aceitavel foide 1,7 a 2,0.

3.4 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para a sintese do cDNA, foi usado o kit de transcricdo reversa
HighCapacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, CA, USA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reagao ocorrera no

termociclador convencional (Applied Biosystems, Califérnia EUA).

3.5 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 relizados no
equipamento 7500™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Califérnia

EUA), presente em nosso laboratério. Apés PCR em tempo real, o ciclo limiar
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(Ct) foi determinado para o gene de manutengao (TBP), bem como genes alvo usando

a linha de base automatica e as condi¢des de limite automatico. Dados de expressao

génica normalizados, usando AACt (ACt referéncia- ACt alvo) e a formula 2-AACH,

foram utilizadas para analises posteriores.

Todos os primers foram testados previamente, realizando-se a curva de

eficiéncia. Para tanto, o cDNA é diluido (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) antes da

realizagédo da PCR em tempo real.

Os primers que foram usados neste estudo estao apresentados na tabela

1. Como housekeeping, estamos utilizando o TBP (TATA box binding protein),

pois estudo previamente publicado demonstrou ser um excelente housekeeping

para carcinoma de bexiga urinaria.3”

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

Gene alvo Primer forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’)
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
E-cadherina  ACGTCGTAATCACCACACTGA  TTCGTCACTGCTACGTGTAGAA
N-cadherina TGCCCGGTTTCATTTAGGGG TCCTCAGGAACTGTCCAT
SLUG TGTTGCAGTGAGGGCAAGAA GACCCTTGCTTCAAGGA
SNAIL ACCACTATGCCGCGCTCTT GGTCGTAGGGCTGGAA
CYP1A1 ACATCACCTACGCCAGTCGC TCTATGCCGCTTGGAAGGAT

3.6 Analise estatistica

Os dados dos conjuntos de dados GEO foram apresentados como

mediana com valores maximos € minimos ou média e desvio padrao. O teste de
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Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo da amostra. A
analise das variaveis nominais ou categorizadas foi realizada por meio do teste
do quiquadrado. Para categorizar uma variavel continua ou ordinal, usamos o
melhor ponto de corte estabelecido usando uma curva ROC e o indice de
Youden. Para os dados in vitro, foram representados pela média * erro padrio.
Para a comparagao entre os grupos, utilizaremos o teste T para analises que
envolvam 2 grupos ou o teste de ANOVA com correcdo de Bonferroni para
analises que tenham mais de 2 grupos. A significancia estatistica sera

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

4.1 Expressao de AHR e citocromos em pacientes com cancer de bexiga

O banco de dados GSE13507 forneceu dados de expressédo génica de
bidpsias de tumores de 165 pacientes com cancer de bexiga. A populagéo foi
separada em baixa e alta expressao de AHR, CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1. De
acordo com a Tabela 1, ndo foi observada correlagao entre a expressdo do AHR
e 0s parametros relacionados a progressdo tumoral. No entanto, a alta
expressado de CYP1A1 e CYP1A2 foi associada ao grau histolégico, estagio do
tumor e progressdo. A expressdo do CYP1B1 foi associada ao estagio e

progress&o do tumor, mas ndo ao grau histoloégico (p = 0,375).
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Tabela 2. Associacao entre a expressao de AHR e citocromos e as caracteristicas patoldgicas de pacientes com cancer de bexiga.

Foram extraidos do conjunto de dados GSE13507.

Para AHR CYP1A1 CYP1A2 CYP1B1
arametros P
Baixo (%) Alto (%) Baixo (%) Alto (%) Baixo (%) Alto (%) Baixo (%) Alto (%)
Género
Feminino 30 05 (16,7)  25(83,3) 26 (86,7) 4 (13,3) 27 (90,0) 03 (10,0) 09 21 (70,00 09 (30,0)
. 0,149 0,079 0,060
Masculino 135 40 (29,6) 95 (70,4) 96 (71,1) 39 (28,9) 126 (93,3) (6,7) 69 (51,1) 66 (48,9)
Idade
<65 69 18 (26,1) 51 (73,9) 50 (72,5) 19 (27,5) 66 (95,7) 03 (4,3) 30 (43,5) 39 (56,5)
0,772 0,714 0,220 0.016*
>65 96 27 (28,1) 69 (71,9) 72 (75,0) 24 (27,5) 87 (90,6) 09 (9,4) 60 (62,5) 36 (37,5)
Grau histo.
Baixo 105 31 (29,5) 74 (70,5) 0.390 83 (79,0) 22 (21,0) 0.048* 101 (96,2) 52 04 (3,8) 0.023* 60 (57,1) 45 (42,9) 0.375
Alto 60 14 (23,3) 46 (76,7) ! 39 (65,0) 21 (35,0) ! (86,7) 08 (13,3) ! 30(50,00 30 (50,0) ’
Estagio
Ta-T1 104 32 (30,8) 72 (69,2) 0.188 94 (90,4) 10 (9,6) 0.005* 100 (96,2) 53 04 (3,8) 0,027+ 65 (62,5) 39 (37,5) 0.007*
>T2 61 13 (21,3) 48(78,7) ! 45 (73,8) 16 (26,2) ! (86,9) 08 (13,1) ! 25 (41,00  36(59,0) !
Progressao
Nao 134 40(29,9) 94 (70,1) 104 (77,6) 18 30 (22,4) 127 (94,8) 26 07 (5,2) 81 (60,4) 53 (39,6)
. 0,122 0,025* ,035* 0,002*
Sim 31 05 (16,1) 26 (83,9) (58,1) 13 (41,9) (83,9) 05 (16,1) 09 (29,0) 22 (71,0)

Todos os dados foram analisados pelo teste X2. Os grupos Baixo e Alto foram definidos usando um ponto de corte (curva ROC) para a expressdo de AHR,



CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1, independentemente. Grau histo, grau histolégico; n, nimero de pacientes com cancer de bexiga dividido por parametros; * p

<0,05.
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4.2 Efeito CH223191 na inibicdo do AHR em células T24

O MT, inibidor quimico da IDO, foi capaz de ativar o AHR em células T24
de carcinoma de bexiga humana, ativagao essa evidenciada pela expressao de
CYP1A (expressao relativa 4,33 + 0,67 em MT vs. 1,00 = 0,06 no Controle;
p<0,05). O CH223191, inibidor do AHR, foi capaz de impedir a ativagdo do
mesmo através do MT em células T24. (expressao relativa 0,10 £ 0,01 em

MT+TGF+CH vs. 4,33 + 0,06 no MT: p<0,05) (Figura 04).

6.0+
*

T

4.0+

2.0

WL

Controle MT MT+TGF MT+TGF+CH

CYP1A1
(Expressao Relativa)

#

Figura 05: PCR em tempo real para analisar a expressdo de CYP1A1. Células T24
foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado 1-metil
triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado 1-metil
triptofano 1 mM e TGF-31 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma simultanea com
incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-1 5 ng/ml e CH223191 20 nM. Todos os
grupos foram incubados por 48 horas. Observa-se que a reducao da expressao
de CYP1A1 apds a incubagao do CH223191. *p<0,05 vs. Controle, #p<0,05 vs. MT

e MT+TGF.

O inibidor CH223191 foi capaz de promover um aumento significativo da
expressao do AHR (expresséao relativa 2,83 £ 0,36 em MT+TGF+CH vs 1,04 +
0,19 no controle; p<0,05). O MT e TGF-beta1 nao foram capazes de modular a

expressao do AHR (Figura 05).
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Figura 06: PCR em tempo real para analisar a expressao de AHR. Células T24
foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado 1-metil
triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado 1-metil
triptofano 1 mM e TGF-31 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma simultanea com
incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-1 5 ng/ml e CH223191 20 nM. Todos os
grupos foram incubados por 48 horas. Observa-se que CH223191 aumenta a
expressdo do AHR em células T24 de cancer de bexiga. $p<0,05 vs. Todos

grupos.

4.3 Expressao dos Marcadores de EMT em células T24

Com relagcdo aos marcadores de EMT, foi possivel detectar uma
diminuicao da expressao de e-caderina apos a incubagao das células com 1- MT
e TGF-beta1 (expresséo relativa 0,10 + 0,01 em MT+TGF vs. 1,00 £ 0,09 no
controle; p<0,05), porém a inibigdo do AHR com o CH223191 ndo se mostrou

eficaz para restabelecer a expressao basal de e-caderina em células T24
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(expresséo relativa 0,08 + 0,01 em MT+TGF+CH vs. 1,00 £ 0,09 no Controle;

p<0,05) (Figura 06).

1.5+

wf s

0.5

E-CAD
(Expresséao Relativa)

0.0 DY m

Controle MT MT+TGF MT+TGF+CH

Figura 07: PCR em tempo real para analisar a expressao e-caderina. Células
T24 foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado
1metil triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado
1metil triptofano 1 mM e TGF-1 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma
simultdnea com incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-B1 5 ng/ml e CH223191
20 nM. Todos os grupos foram incubados por 48 horas. A associagao de MT e

TGF-B1 potencializou EMT em células T24, diminuindo a expressdo de
ecaderina. Porém, a inibicdo do AHR com o CH223191 (CH) nao foi capaz
estabilizar a expressao basal de e-caderina. *p<0,05 vs. Controle, #p<0,05 vs.

MT.

A expressao de n-caderina aumentou apods a incubacao das células com
MT e TGF-beta1 (expressao relativa 1,4 £ 0,10 em MT+TGF vs. 1,01 £ 0,10 no
controle p< 0,05), porém, a inibicdo do AHR com o inibidor CH223191 né&o se

mostrou eficaz na redugao da expressao (expressao relativa 1,13 £ 0,01 em
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MT+TGF+CH vs. 1,01 £ 0,10 no controle p< 0,05) (Figura 07).
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Figura 08: PCR em tempo real para analisar a expressao de n-caderina. Células
T24 foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado 1-metil
triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado 1-metil
triptofano 1 mM e TGF-31 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma simultanea com
incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-1 5 ng/ml e CH223191 20 nM. Todos os
grupos foram incubados por 48 horas. A associacdo de MT e TGF-f1
potencializou EMT em células T24, aumentando a expressao de n-caderina.
Porém, a inibigdo do AHR com o CH223191 (CH) nao foi capaz de reduzir a

expressao de n-caderina. *p<0,05 vs. Controle, #p<0,05 vs. MT.

Além disso, foi analisada a expressao de fatores de transcricao
relacionados a EMT. A PCR em tempo real revelou que houve aumento da
expressao do fator Snail em células T24 estimuladas com 1MT e TGF-beta1
(expresséo relativa 7,33 £ 0,77 em MT+TGF+CH vs. 1,00 £ 0,05 no controle;
p<0,05), porém a inibigdo do AHR com o inibidor CH223191 ndo se mostrou
eficaz na redugao da EMT (expressao relativa 9,33 + 0,65 em MT+TGF+CH vs.

1,00 = 0,05 no controle; p<0,05) (Figura 08).
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Figura 09: PCR em tempo real para analisar a expressao de SNAIL. Células T24
foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado 1-metil
triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado 1-metil
triptofano 1 mM e TGF-31 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma simultanea com
incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-1 5 ng/ml e CH223191 20 nM. Todos os
grupos foram incubados por 48 horas. A associacdo de MT e TGF-f1
potencializou EMT em células T24, aumentando a expressao de Snail, um fator
de transcricdo associados a EMT. Porém, a inibicdo do AHR com o CH223191
(CH) nao foi capaz de reduzir a expressao Snail. *p<0,05 vs. Controle, #p<0,05

vs. MT.

Nao foi observada diferenga significativa em relacdo a Slug entre os
grupos (Expressao relativa 1,64 £ 0,10 em MT+TGF+CH vs. 1,09 = 0,29 no

controle (Figura 09).
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Figura 10: PCR em tempo real para analisar a expressao de Slug. Células T24
foram divididas em 04 grupos: Controle contendo diluentes, MT incubado 1-metil

triptofano 1 mM, MT+TGF incubado de forma simultdnea com incubado 1-metil
triptofano 1 mM e TGF-31 5 ng/ml, MT+TGF+CH incubado de forma simultanea com
incubado 1-metil triptofano 1 mM, TGF-1 5 ng/ml e CH223191 20 nM. Todos os
grupos foram incubados por 48 horas. Nao foi observado diferenga significativa

entre os grupos em relagao ao fator de transcricao associado a EMT Slug.
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5 Discussao

A IDO tem sido considerada alvo interessante na terapia contra o cancer,
pois esta associada ao escape imunolégico em diversos tipos de tumores,
tornando-a objeto de diversos estudos clinicos*®. A IDO é conhecida por ser uma
enzima imunomoduladora, pois promove a deplecdo do aminoacido triptofano,
gerando metabdlitos derivados da quinurenina, que séo descritos como indutores

de apoptose em linfécitos T'2.

O céncer de bexiga representam uma grande parcela dos cénceres
humanos, destacando-se por sua alta capacidade metastatica®. Células T24 de
cancer de bexiga, expressdao IDO de forma constitutiva, apontando a
necessidade de estudar o papel da IDO no céncer de bexiga, com o intuito de
frear o desenvolvimento tumoral’®. Estudos com células dendriticas demostram
que o TGF-beta, um importante fator de crescimento celular associado a
carcinogénese, € capaz de induzir a expressdao de IDO através da via de
sinalizagado PI3k/AKT, a mesma via que o TGF-beta, desencadeia a EMT em
células tumorais?’. Este estudo sugere uma relagdo com o TGF-beta, IDO e EMT

na progressao tumoral.

A EMT, é um processo no qual as células epiteliais adquirem um fenoétipo
invasivo, levando a disseminagao sistémica das células malignas. Durante a
EMT, genes especificos sdo expressos e, em Uultima analise, funcionam para
desregular as vias bioquimicas intracelulares, o que contribui para o
estabelecimento de um fendtipo maligno. Em nosso estudo, avaliamos o
processo de diminuicdo da expressdo de E-caderina seguida de aumento da

expressao de N-caderina, um processo denominado “troca de caderina”, para
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caracterizar a EMT em células T247. A EMT desempenha um papel importante
no cancer de bexiga, onde a motilidade, a invasdo e 0s mecanismos

antiapoptoticos sdo necessarios para a metastase®’.

Fomos investigar o papel da IDO na progressao e disseminagdo do
cancer, particularmente na EMT. Induzimos a EMT em células T24 com TGF-31,
e esse efeito se correlaciona com a regulagao negativa de IDO. Porém, quando
utilizamos MT, o inibidor da IDO, a EMT foi potencializada nas células T24,
sugerindo com que MT seja capaz de ativar diferentes vias metabdlicas para

potencializar a EMT 19,

O MT liga-se no AHR em células estromais’. O AHR tem sido relacionado
nao apenas ao inicio da tumorigénese, mas também a promogao, progressao e
metastase®. No cancer de bexiga, o AHR tem sido apontado como um potencial
indutor de carcinogénese®?. Nossos resultados apontam que no cancer de bexiga

o MT é capaz ativa o AHR.

Analisando a expressao de AHR em tumores e bexiga e na linhagem
células T24, foi possivel nota que ndo houve modulagédo da expressao do gene.
Porem apds ativacdo do AHR, ha aumento da expressdo de citocromos esta
associa ao grau histologico, estagio do tumor e progressao. A associagao entre
a ativacado do AHR, ativando os citocromos ja € observado em alguns tipos de
tumores*3. Sugerindo que no cancer de bexiga, apenas a ativagdo do AHR
contribua para a progressao tumoral, independente do aumento de expressao

genica do AHR.

Explorando o desencadeamento da EMT, a ativagdo do AHR esta

associada como perda de adesao celular®®. No carcinoma hepatocelular a EMT
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¢ induzida pela ativagdo do AHR por quinurenina®3. Ha relagdo direta a ativagao
do AHR pela ligagdo com ligantes aerobidticos e endogenos com o
desencadeamento da EMT'6. O que sugere que no cancer de bexiga a ativagéao

do AHR desencadeei a EMT.

O MT é um dos ligante que conseguem ativar no AHR, como ja foi bem
demostrado em células estromais’*. Nota-se que em células T24 o MT também
€ capaz de ativar o AHR, aumentando a expressao de CYP1A1. Esses dados
sugerem que exista uma participagao direta do AHR na EMT potencializada pelo

MT.

A inibicdo do AHR utilizando o CH223191, ndo conseguiu reverter a EMT
desencadeada por TGF-beta e o MT, analisada pelos marcadores e-caderina,
ncaderina e Snail. Esperavamos que a inibicdo do AHR gerasse mudangas
reciprocas no fendétipo celular, induzidos por EMT reversa, durante os quais
células semelhantes ao mesenquimal pudessem adquirir polaridade apicalbasal,
reorganizar seu citoesqueleto e exibir aumento adesao célula-célula, resultando

em um epitélio organizado.

E possivel que exista diferenga na ativacdo do processo de EMT entre
diferentes tipos celulares, ja que a EMT pode ser influenciada por diferentes vias
de sinalizagao. Uma importante limitagcdo do nosso estudo € que usamos apenas
uma linhagem de cancer de bexiga. Se os eventos encontrados em células T24
forem reproduzidos em outras linhagens de cancer de bexiga, é provavel que
realmente o AHR néo tenha influéncia sobre a EMT em tumores vesicais. Devido
a instabilidade genémica que ocorre nas neoplasias, € possivel que as respostas

sejam diferentes, mesmo tratando-se do mesmo tipo tumoral.
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Apesar de nao ser observado a EMT reversar, nao podemos descartar que
0 AHR esteja relacionado com a potencializagdo da EMT desencadeada pelo MT,
pois encontrar marcadores EMT confiaveis requer uma abordagem combinatoria,
bem como distinguir entre fun¢gdes associadas e ndo associadas a EMT.
Analisando o estado de uma célula que esta envolvida em EMT muitas vezes
requer o uso de marcadores que sido especificos para um contexto

biolégico especifico®.
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6 Conclusao

Através dos resultados apresentados neste estudo, podemos concluir o
MT promove a ativagdo de AHR em células de cancer de bexiga. A ativagéo do
AHR modula a expressao de citocromos como CYPIA1, CYP1A2 e CYP1B1,
relacionando-as a progresséo tumoral. N&o foi possivel observar redugéo dos
genes associados a EMT em relagéo a inibigdo do AHR, porém n&o descarta a

hipétese de que o MT potencialize a EMT por esta via metabdlica.
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