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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma epiderméide oral (CEO) é uma neoplasia
agressiva com altas taxas de recidiva, a progressado desta neoplasia leva a
imunossupressao do paciente. A terapia fotodinamica (TFD) é uma terapia
promissora por promover estimulacdo do sistema, porém, sua efetividade é
limitada na auséncia de células T e NK (Natural Killer). Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar in vitro o papel das células NK na eliminacéo de células tronco
de cancer (CTC) no CEO bem como sua atividade apés a TFD.
METODOLOGIA: As linhagens NK92-MI, Cal e Luc4 foram caracterizadas por
citometria de fluxo e RT-gPCR, a citotoxicidade de NK92-MI no CEO foi avaliada
por liberacdo de CalceinaAM, a capacidade tronco das células tumorais foram
avaliadas por ensaio de esfera e col6nia, Cal e Luc4 foram submetidas a TFD,
sendo a dosimetria estabelecida pela avaliacdo de viabilidade por MTS. Apés
TFD a capacidade citotoxica de NK92-MI no CEO foi avaliada novamente.
RESULTADOS: A linhagem NK92-MI apresentou fenotipo CD45*/CD3/CD56".
As células das linhagens Cal e Luc4 apresentaram trés diferentes
subpopulacdes definidas pelo fendtipo citometria de CD44/ESA, sendo a
populacdo ameboide definida por CD44""/ESAlW. A expressdo genética de
ligantes NKG2D variou entre as subpopulacdes, a subpopulacdo ameboide
apresenta reducdo de ULBPs, HLA e aumento de MICA/B. CONCLUSAO: A
capacidade citotéxica de NK variou entre as subpopulacdes, células ameboides
apresentam-se mais sensiveis ao ataque de NK. A capacidade tronco das
subpopulacdes foi afetada pela atividade citotoxica de NK, por meio da reducéo
de esferas e colonias formadas, bem como por meio da alteracdo de disposicéo
das subpopulagdes, onde populagbes CD44M"/ESAY foram reduzidas e
CD44Mdh foram elevadas. A TFD induziu morte celular de forma crescente ao
aumento de energia radiante entregue, e ndo afeta a atividade citotoxica de NK

nas subdoses entregues na presente pesquisa de 1,5J/cm?2 e 3J/cmz.

Palavras-Chave: Carcinoma Epidermoide Oral, Células Tronco de Cancer,
células Natural Killer, Terapia Fotodinamica, 5-ALA.



ABSTRACT:

INTRODUCTION: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an aggressive
neoplasm with high rates of recurrence, the progression of this neoplasm leads
to immunosuppression of the patient. Photodynamic therapy (PDT) is a promising
therapy for promoting stimulation of the immune system mediated by stress
signals after its interaction with the target, however, its effectiveness is limited in
the absence of T and NK cells (Natural Killer). Thus, the objective of this work
was to evaluate in vitro the role of NK cells in the elimination of cancer stem cells
(CTC) in CEO as well as their activity after PDT. METHODS: The NK92-Ml, Cal
and Luc4 cells were characterized by flow cytometry and RT-gPCR, the
cytotoxicity of NK92-MI in CEO was evaluated by CalceinAM release, the stem
capacity of tumor cells were evaluated by sphere and colony; Cal and Luc4 were
subjected to PDT, the dosimetry was established by assessing viability by MTS.
After PDT the cytotoxic capacity of NK92-MI in CEO was evaluated again.
RESULTS: The NK92-MlI cells presented a CD45+/CD3-/CD56+ phenotype.
Cells from the Cal and Luc4 lineages showed three different subpopulations
defined by the CD44/ESA cytometry phenotype, with the amoeboid population
defined by CD44Mdn/ESAPY, The gene expression of NKG2D ligands varied
among the subpopulations, the amoeboid subpopulation shows a reduction in
ULBPs, HLA and an increase in MICA/B. CONCLUSION: The cytotoxic capacity
of NK varied among subpopulations, amoeboid cells are more sensitive to NK
attack. The stem capacity of the subpopulations was affected by the cytotoxic
activity of NK, through the reduction of spheres and colonies formed as well as
alterations in the subpopulation phenotypes, reducing the CD44Mdh/ESAlw
population meanwhile CD44'°% population increased. PDT induced cell death
increasingly with increased radiant energy delivered and did not affect the

cytotoxic activity of NK at the subdoses of 1.5J/cm2 and 3J/cm? evaluated here.

Keywords: Oral Epidermoid Carcinoma, Photodynamic Therapy, 5-ALA, Cancer
Stem Cells, Natural Killer Cells
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Carcinoma Epidermaoide Oral

O céancer € a maior causa de morte mundial, afetando paises com todos os
niveis socioecondmicos com elevada e crescente taxa de mortalidade.
Atualmente, o cancer da cavidade oral € um dos mais prevalentes tipos de
cancer no mundo, com uma expectativa de 354.864 novos casos, com numero
de mortes de 177.384 mortes (1). No Brasil, o cancer oral chega a ser o quinto
tipo de cancer mais frequente entre os homens, sendo estimados 11.200 novos
casos para os anos de 2020-2022 no pais (2).

O carcinoma epidermdide oral (CEO) é uma neoplasia maligna de alta
prevaléncia, que abrange mais de 90% dos casos diagnosticados entre os
canceres de cabeca e pescoco (3-5). Dentre os fatores de risco para o
desenvolvimento do CEO, o tabagismo corresponde ao fator etiolégico mais
prevalente (42% dos casos), sendo este valor elevado a 90% quando
correlacionado juntamente ao consumo de bebidas alcodlicas (3). Outros fatores
gue também contribuem para a incidéncia do CEO s&o exposi¢des prolongadas
a luz ultravioleta, infeccdo com Papiloma Virus Humano e deficiéncias do
sistema imune (4).

Um fator crucial para a determinac&o do progndstico e tratamento do CEO é
0 estagio no qual a neoplasia € diagnosticada. Aproximadamente 30% dos
pacientes diagnosticados com CEO apresentam metastases regionais ou
cervicais devido ao extenso sistema de linfonodos localizados na proximidade,
facilitando a disseminacédo de células metastaticas (6).

A sobrevida dos pacientes diagnosticados com CEO, mesmo com o0s
avancos tecnoldgicos e terapéuticos, permaneceu nas Ultimas décadas em uma
média de 5 anos em 50% dos casos (3, 4, 6) e quando o comprometimento do
linfonodo local é confirmado, a taxa de sobrevida destes pacientes € reduzida
para 25 a 30%, sendo agravada para os casos diagnosticados com metastases
a distancia (6).

Apesar do avanco tecnologico e funcional das terapias disponiveis para o
tratamento de CEO, técnicas cirargicas, novos compostos quimioterapicos e
imunoterapia, bem como o aprimoramento das técnicas de imagem e

radioterapia, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes diagnosticados com CEO
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nao e satisfatoria, cerca de 50% dos pacientes sofrem com recorréncia do caso
apos a radioterapia (5, 7). Este fato ocorre pelo perfil de comportamento do
tumor, que se apresenta resistente aos tratamentos disponiveis (8).

Para compreender o fundamento da resisténcia terapéutica do CEO é
necessario compreender o processo de desenvolvimento do CEO, que envolve
tanto a aquisicdo progressiva de mutacdes celulares, proliferacdo celular bem
como a formagdo de um microambiente tumoral, no qual, as células tumorais e
suas interagbes com outras populacdes celulares promovem a manutencao
deste microambiente e seu crescimento (8, 9).

A exposicdo continua do tecido epitelial a carcin6genos promove danos
genéticos, 0s quais progressivamente se acumulam na célula, culminando com
a transformacédo maligna. Neste processo, para que a célula tumoral ndo seja
reconhecida pelos mecanismos de defesa do organismo, a mesma adquire
capacidades que promovem sua sobrevivéncia (10).

Primeiramente, as células tumorais devem ser capazes de sustentar seu
préprio crescimento por meio da producdo de fatores de crescimento ou pela
inducao indireta destes fatores provindos do microambiente tumoral; superar 0os
estimulos de sinais supressores de crescimento ou de processo de morte
programada; induzir aumento da expresséo da telomerase; induzir angiogénese
e invadir tecidos adjacentes, adequando seu microambiente por meio do
recrutamento de células inflamatdrias, fibroblastos e células mieldides
mesenquimais (11). Adicionalmente, as células tumorais sdo capazes de se
adaptar ao microambiente tumoral de maneira que ndo sejam reconhecidas por
linfécitos e células natural killer (NK) (9).

Avaliando a condi¢do imunolégica de pacientes diagnosticados com CEO em
estadiamentos avancados é possivel observar grande distarbio no sistema
imunolégico. A quantidade de leucécitos nestes pacientes é reduzida, bem como
ocorre reducéo do perfil citotoxico celular com aumento do perfil regulador (12).

Bose e colaboradores isolaram células mononucleares periféricas do sangue
de pacientes com CEO e observaram que estas células tinham sua capacidade
citotoxica e viabilidade comprometidas (12). Neste estudo, os autores relatam
que as populacdes de células T CD4+ e CD8+ sdo reduzidas, juntamente a
reducdo de IFNy e IL-12 bem como a reducdo de GranzimaB e FasL nos

pacientes (12).
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Um estudo com modelo in vivo de CEO demonstrou que a quantidade de
células CD4 nos animais com tumores formados foi reduzida em relacdo ao
controle, no qual a populagédo CD4*Foxp3* foi elevada de forma significativa (13)

No estudo desenvolvido por Gasparoto e colaboradores, ndo houve
diferenca entre a quantidade de linfocitos presentes nos pacientes controle e
com CEO, porém, quando as popula¢des de linfocitos CD4* foram avaliadas, foi
possivel observar um aumento de células CD25*, no qual 80% destas células
apresentavam o fenotipo CD4*CD25*Foxp3*. Adicionalmente, as células
CD4*CD25*Foxp3*, bem como células CD4*CD25Foxp3* mostraram reduzida
producado de IFNy, com aumento significante de IL10 e TGF[ (14).

Com base nestes estudos, € possivel observar que o0s pacientes
diagnosticados com CEO podem apresentar alteracdes em seus componentes
imunologicos, impossibilitando a correta eliminacdo tumoral e propiciando um
microambiente tumoral capaz de resistir a vigilancia imunolégica. Neste
contexto, terapias que atuem promovendo maior infiltracdo e ativagéo do sistema
imunologico sdo fundamentais para contornar esta resisténcia imunologica do
CEO.

As células tumorais de CEO séo capazes de resistir aos sinais de supressao
e sobrevivéncia, proliferar indeterminadamente, e promover o recrutamento de
células para suprir sua sobrevivéncia bem como resistir aos mecanismos de
defesa e resposta imunoldgica além de resistir ao tratamento radioterapico por
meio de seus mecanismos de sobrevivéncia. Interessantemente, séo poucas as
células tumorais com todas estas capacidades, e a literatura demonstra que em
diferentes neoplasias malignas, incluindo o CEO, existe uma populacéo rara de
células denominadas como células tronco de cancer (CTC) a qual sera
explanada no seguinte capitulo, bem como seu impacto nos mecanismos de

progressao tumoral.
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1.2 Células Tronco de Cancer

O tecido epitelial da mucosa oral, € composto por camadas celulares e em
sua camada basal existem células responsaveis pela manutencéo do epitélio,
denominadas células-tronco. Estdo presentes em diversos outros tecidos do
organismo adulto, atuando na homeostase tecidual e no processo de reparo (15).
No céncer, uma populacdo rara de células foi identificada e isolada com
caracteristicas semelhantes, sendo denominada como célula-tronco de cancer
(15, 16).

A origem destas células é proposta por duas vertentes, uma na qual as
células-tronco regulatérias ou progenitoras do tecido de origem sofreram
diversas mutacdes dando origem as CTC, justificando portanto as similaridades
moleculares entre as CTC e células-tronco normais; e a outra vertente propde
que células diferenciadas podem adquirir caracteristicas de células-tronco no
decorrer de diversas mutacdes e sofrer um processo de des-diferenciagao,
adquirindo portanto as caracteristicas de uma célula tronco (17).

As caracteristicas fundamentais de uma CTC constituem elevado potencial
tumorigénico quando inoculadas em camundongos imunodeficientes,
identificacdo por meio da expressdo de marcadores de superficie especificos,
sdo capazes de reconstituir a heterogeneidade tumoral em baixa densidade, e
por fim podem ser transplantadas em série, demonstrando sua capacidade de

auto-renovacgéo (Figura 1) (17).
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Caracteristicas de uma Célula Tronco de Cancer (CTC)

Isolamento por marcagao especifica Divis&o assimétrica e auto-renovago
fal cTC duplz a
'/\ @ upla marcacao
‘8l cTc
@
@ Nao-CTC

Inoculagéo e transplante em série

i\.a)-/ —}J\M

Figura 1: Representa¢do esquematica das caracteristicas fundamentais de uma CTC. As
células tronco de cancer (CTC) sdo capazes de formar tumores quando isoladas e inoculadas
em animais imunodeficientes, podendo ser transplantadas em série. As CTC podem ser
identificadas e isoladas por marcacao especifica e alta capacidade de auto-renovacao. (Figura
de elaboracéo do autor).

A primeira descricdo da presenca das CTC no cancer foi em 1997, em um
modelo de leucemia miel6ide aguda (LMA), na qual uma pequena populacao foi
isolada pela expressdo de marcadores caracteristicos de células
hematopoiéticas, CD34 e CD38. Em seguida estas células isoladas foram
inoculadas em camundongos imunodeficientes NOD/SCID, e apenas as células
CD34*D38" foram capazes de reconstituir a LMA nos animais, das quais, apos
reimplante, foram capazes de reconstituir a heterogenicidade tumoral. (18)

Nos tumores sélidos, o primeiro relato de CTC foi descrito em 2003, em
tumores de mama, no qual uma populacdo de células foi isolada a partir da

expressdo de CD44*/CD24, sendo capaz de ser transplantada em série em
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animais imunodeficientes (19). No CEO, esta populacao foi identificada por
Prince e colaboradores, por meio da expressdo de CD44. Neste estudo, 0s
autores observaram que apenas 10% das células tumorais correspondiam ao
perfil de CTC, sendo estas células capazes de reconstruir a heterogeneidade
tumoral quando inoculadas, mesmo em baixas concentracfes, além de
expressarem 0 gene BMI1, associado a capacidade de auto-renovacdo das
células tronco (20). Adicionalmente, foi observado que as células CD44*
possuiam as caracteristicas descritas de uma CTC enquanto células CD44" néo
eram capazes de reconstituir o tumor e expressavam maiores niveis do marcador
de diferenciagdo epitelial Involucrina, sugerindo que as células CD44*
corresponderiam as CTC e as células CD44-, células bem diferenciadas com
potencial reduzido de proliferacéo (20).

Em 2011, Biddle e colaboradores observaram que as células CTC de CEO
sdo capazes de assumir dois diferentes fenotipos celulares com base na
expressdo combinada de CD44 e ESA. A populagao caracterizada pelo perfil
CD44neh/ESANSh possui morfologia epitelial, com maior capacidade proliferativa,
capaz de formar holoclones. A populacdo com o fendtipo CD44M9h/ESAPW possui
células com menor capacidade de proliferacdo, maior motilidade e, portanto,
maior capacidade migratoria, com elevada expressdo de marcadores e genes
associados com a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM). Adicionalmente, as
células CD44"" foram consideradas células nao-tronco, com baixa ou ausente
taxa de proliferacdo, caracterizadas morfologicamente por células bem
diferenciadas (21).

A transicao epitélio-mesenquimal (TEM) € um processo dinamico reversivel
pelo qual células epiteliais alteram sua polaridade e morfologia (22). Em tecidos
adultos, a TEM ¢é ativada durante o processo de reparo, participando inclusive
de processos patologicos do reparo como a fibrose e também no
desenvolvimento tumoral (23). Este processo ocorre naturalmente durante o
desenvolvimento embrionério, guiado pelas vias de sinalizagdo Wnt, Notch e
STATS3, sendo correlacionado no tumor como fator de resisténcia terapéutica e
promocao de metastase (24).

A capacidade das células epiteliais alterarem sua polaridade € denominada
como plasticidade celular e esta diretamente relacionada com a TEM (22-25).

Nos tumores epiteliais, a plasticidade celular pode ser observada pela alteracao
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morfologica, na qual células epiteliais poligonais perdem sua polaridade apical e
assumem uma forma alongada com pontos de adeséo focais (25). Este processo
ocorre com a perda da expressdo de E-caderina e desregulagéo da via Wnt,
aumento de sensibilidade celular a EGFR bem como aumento da expressao de
N-caderina, vimentina, Snaill e Snail2 (23-25).

A TEM é regulado por diversas vias de sinalizacao celulares, citam-se as vias
Wnt/B-catenina/Snail, Notch/NICD/Snaill, Shh/Gli/Snail, TGF-B/SMAD/Snail ou
ZEB, TGF-B/non-SMAD/EMT-TFs, além de sua interagdo com fatores de
crescimento epiteliais (26). A presenca de TEM em neoplasias é um fator
impactante para o prognéstico do paciente devido sua direta atuagdo na
progressdo tumoral, invasdo e metéstase (26).

Estudos recentes demonstram gque células tumorais sado capazes de exercer
outra modificacdo em sua morfologia, denominada como transicéo
mesenquimal-amebodide (TMA), caracterizada pela ativacdo da via de
sinalizacdo Rho quinase e uma morfologia celular arredondada (27, 28). A
migracdo celular amebodide é caracterizada por um movimento celular sem
aderéncia, de forma propulsiva ou com leve aderéncia que promove a formacao
de ‘dedos’ ou ‘filamentos alongados’ também denominados como blebbing ao
redor da célula, ricos em actina e filopddia, que se assemelha ao movimento de
leucdcitos (28, 29). Estas células sdo capazes de se movimentar entre 0s tecidos
em uma velocidade de 1 a 5um/min em modelos in vivo, e ainda, podem ser
observadas em menor densidade quando comparadas com outras populagcdes
celulares tumorais, correspondendo de 1 a 5 % das células neopléasicas dotadas
de motilidade (28).

A literatura sobre eventos moleculares envolvidos no processo que promove
a TMA é escassa, mas acredita-se que estas células possuem caracteristicas de
CTC, exibindo genes associados com o fendtipo tronco além de elevada
capacidade migratoria (27). Devido a sua reduzida polaridade, é proposto que a
TMA ocorra devido a alteragcbes nos mecanismos e complexos de polaridade,
incluindo Par, Scribble, Crumbs, Rho e GTPases (30).
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Fenotipos Celulares de CTC no CEO
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Figura 2: llustragdo esquematica com diferentes fenotipos pelos quais CTC derivadas de
carcinoma epiderméide oral podem assumir. Fenémenos envolvidos, mas ndo completamente

elucidados. (Figura de elaboracéo do autor).

Outra caracteristica das CTC que confere maior resisténcia e progressao
tumoral é sua capacidade de auto-renovacao, um processo natural realizado por
células tronco para promover a formacéo de tecidos com heterogenicidade a
partir da ativacdo de vias de complexos embrionarios como OCT4 e BMI1 (15).

Em pacientes diagnosticados com CEO, a expressdo de marcadores
embrionérios varia de intensidade em relacao ao local avaliado. As margens nao
tumorais apresentam baixas expressdes de BMI1l, Nanog, OCT4 e CD44,
enguanto os tumores T1 e T2 demonstram maior expressado de Nanog e tumores
mais agressivos apresentam elevada expressao de BMI1 e OCT4 (31).

A presenca de marcadores de fenétipo tronco em pacientes diagnosticados
com CEO, sendo estes fumantes ou ndo fumantes, representa um fator de
avanco do estadiamento, onde tumores mais agressivos apresentam maior
expressdo dos marcadores quando comparado com tumores em estadiamento
inicial (31). Adicionalmente, pacientes com alta expressdao de SOX2 e
comprometimento dos linfonodos obtiveram significativa reducdo da taxa de
sobrevida, demonstrando o impacto das CTC no prognostico do CEO (32).

Em relacdo a taxa de sobrevida, a expressao de CD44 apresentou-se como
fator correlacionado com pior prognostico e reducéo de sobrevida no CEO (31,
33). Margens nao-tumorais bem como tumores com baixa expressao de CD44
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nao foram correlacionados com o agravamento do caso, contudo, tumores com
a elevada expressao de CD44 foram correlacionados com significante reducgéo
da sobrevida, e, portanto, pior prognostico (33).

No CEO, a avaliacdo de marcadores para fenotipo tronco e CTC é
frequentemente realizada, por meio de avaliacdo das populacbes e sua
capacidade de expressar marcadores de fendtipo tronco, sua capacidade de
formacéo de colbnias e esferas tumorais, capacidade de maior bombeamento de
corante Hoescht para o exterior, bem como a presenca do marcador em
amostras obtidas de pacientes. Dentre os marcadores especificos de CTC no
CEO presentes na literatura atual, citam-se CD44, CD24, EGFR, ALDH1 (21, 32,
34, 35).

As CTC estdo associadas a imunossupressao dos pacientes com cancer
(36). Em um estudo in vitro, células de carcinoma de faringe isoladas por
marcacdo de CD44* foram co-cultivadas com células T em duas condicdes,
ativadas e inativadas. Dentre os resultados observados frente a presenca de
células T inativadas, as células CD44* expressavam ambos os marcadores HLA-
| e HLA-II, com expressdes elevadas de IL8, G-CSF e TGFB. Adicionalmente, as
células CD44  ndo expressavam HLA-Il. Quando as células tumorais foram
cultivadas com linfocitos T ativos, as células tumorais CD44* induziram a
reducao da proliferacdo de células T, bem como sua diferenciacdo em linfocitos
T reguladores (Treg), com maior porcentagem de células CD4/Foxp3 presentes
na co-cultura. Além disso, houve aumento de IL10 e inibi¢cdo de IFNy e IL2, com
consequente reducao do perfil Thl e promogéo da imunossupressao (36).

As CTC no CEO séao células com alta resisténcia terapéutica. Em relacao
aos quimioterapicos, ja foi demonstrada resisténcia a cisplatina, metotrexato,
doxorrubicina, salinonucina e paclitaxel bem como terapias anti-EGFR (35, 37).
A resisténcia a radioterapia também foi observada para as CTC e pode ser
atribuida a uma maior atividade de vias de reparo de DNA, conforme observado
por Gemenetdz e colaboradores (38). Neste estudo, as células receberam
gradativas doses de radiacdo e apds 1Gy, as células ndo-tronco (CD44'°%) foram
as mais afetadas com alta sensibilizacdo e promocéo de apoptose em relacdo
as CTC. (38).

A resisténcia terapéutica aos tratamentos convencionais (quimioterapia e

radioterapia), representa um grande obstaculo para o tratamento oncolégico e,
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neste contexto, avaliar novas possibilidades terapéuticas ou vias e terapias que
promovam maior sensibilizacdo destas células ao tratamento convencional é

essencial.

1. 3 Terapia fotodinamica

A luz € um fenbmeno recorrente na histéria, seu uso como uma fonte
terapéutica é citado por civilizagdes antigas do Egito, China, india, entre outras.
Apesar do misticismo que nebula a visdo dos mais céticos, a luz foi relatada e
fundamentada cientificamente desde meados de 1900, quando Oscar Raab
relatou os efeitos citotoxicos da luz em bactérias, seguido pelos relatos de Nield
Finsen que tratou pacientes diagnosticados com tuberculose e variola com
comprimentos de onda selecionados (39).

Todavia, houve um significante atraso no desenvolvimento da luz como
terapia devido a primeira e segunda guerra mundial. Felizmente em 1970, a
terapia com fontes luminosas foi retomada nos centros académicos devido aos
esforcos de Thomas Dougherty que sintetizou o primeiro fotossensibilizador (FS)
(FS), uma mistura de porfirinas derivadas de haematoporfirina (HpD) e que com
o decorrer dos anos foi purificada e € conhecida atualmente como Photofrin (40).

Apesar de ser o FS mais extensamente avaliado, Photofrin é um FS de
primeira geracao, que possui diversas desvantagens como extenso periodo de
foto-sensibilizacdo e maior risco de desenvolver reacBes cutaneas
desagradaveis (40). O desenvolvimento do primeiro FS levou ao inicio de uma
nova modalidade terapéutica conhecida como terapia fotodinamica (TFD). Esta
terapia se baseia no uso de uma droga ou corante (denominada FS),
administrada de forma endovenosa ou topica, que apés um periodo de
incubacéo é capaz de promover a formacdo de espécies reativas de oxigénio
apos excitada por um comprimento de onda especifico na presenca de oxigénio
(41).

Um FS ideal deve ser uma molécula pura, com alta seletividade para células
tumorais, alta estabilidade quimica e fisica, reduzido tempo de administracéo e
maxima acumulacdo, com ativacdo em feixes luminosos de maior penetracao
tecidual e rapida eliminacéo (42). Os FS podem ser subdivididos dentre suas
cadeias de origem em trés geracdes, sendo a primeira 0 composto de origem, a

segunda e terceira geragcdo seus derivados com complementos para a
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estabilizacdo e aprimoramento de entrega da molécula, dos quais, as cadeias
mais comuns sao derivadas de porfirina, clorinas, ftalocianinas, e porficenos ou
taloporfirinas (42).

O mecanismo de acdo da TFD pode ser definido como uma cadeia de
mecanismos biofisicos deve ocorrer em simetria para que o dano ao alvo ocorra.
Conforme observado no diagrama da Figura 3, as particulas emitidas pela luz
(fétons) sdo absorvidas pelo FS, estes fétons de um determinado comprimento
de onda devem ser compativeis com a molécula em questéo, preferencialmente
devem ser capazes de penetrar no tecido sem sofrer espalhamento, para que o
efeito da TFD seja contido no local irradiado, em seguida o FS deve ser capaz
de gerar espécies reativas de oxigénio o suficiente para que o efeito citotdxico
no alvo ocorra (42). O acumulo tecidual do FS e a taxa de oxigenacéo resultante

sao fatores chave para esta reacao (43).
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Figura 3: Diagrama de Jablonski. Adaptado de Feng e colaboradores; O FS é administrado

e incubado por um periodo determinado. Apés incubacédo o FS é excitado pela luz absorvendo-
a, saindo de seu estado basal SO para o estado excitado S1. No estado S1, o FS pode perder
parte de sua energia absorvida por um fenébmeno denominado Fluorescéncia, no qual luz visivel
€ emitida pelo FS, ou o FS pode passar por cruzamento de inter-sistemas, chegando a um estado
capaz de estimular moléculas em sua proximidade. O FS pode fazer a transferéncia de um
elétron para uma molécula presente no tecido alvo resultando em uma espécie reativa de

oxigénio — reacao do tipo I, ou pode fazer uma transferéncia de elétron diretamente ao oxigénio
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presente, tornando-o mais reativo — reacéo tipo Il. O dano promovido pelas reacdes resulta em
diferentes efeitos locais dependente da intensidade do dano causado. Caso a energia ndo seja

utilizada, o FS pode perdé-la em Fosforescéncia, emitindo luz visivel (44).

A intensidade do dano resultante do FS ira determinar qual tipo de morte
celular sera induzida: autofagia, apoptose ou necrose (40-43). A severidade do
dano apés a TFD também depende da localizacao preferencial do FS na célula.
FS localizado em lissosomos ou mitocondria tendem a promover morte celular
por apoptose, com liberacdo de padrées moleculares associados ao dano
(DAMPS— Damage Associated Molecular Patterns) e sinais para reconhecimento
de células fagocitarias. FS acumulado no reticulo endoplasmético promove
morte autofagica com inducdo da formacéo de autofagossomos. O acumulo do
FS preferencialmente em membrana plasmatica ira resultar em morte celular por

necrose, com a liberacéo de diversos DAMPS (40, 45).
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Figura 4: Mecanismos de morte celular, adaptado de Abrahamse & Hamblin 2016. A localizac&o
subcelular do FS em diferentes organelas contribui para a determinacao do mecanismo de morte
celular desencadeado pela célula alvo. Vale ressaltar que a concentragdo do FS e energia

administrada também ira impactar no mecanismo de morte ativado apds a TFD (40).

O 5-ALA é um precursor da protoporfirina IX (PplX), a qual representa um
FS endogeno. A administracdo do ALA pode ser feita via oral, intravenosa ou
intradermal, todavia a via oral € a mais recomendada (46). Em relacdo aos
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efeitos adversos do 5-ALA, relatam-se foto-sensitividade (irritacdo cutanea em
exposicdo a luz), nauseas e altera¢des de pressao, sendo estas reduzidas em
24 horas (47). A eliminag&o do 5-ALA ocorre por meio de bombas de transporte
como a familia de transportadores ABC e suas as proteinas da familia ABCG2
(48), bem como atividade de ferroquetalase (FECH) (49). Este processo
representa uma das maiores limitagcOes terapéuticas do 5-ALA, pois sua
eliminagdo precoce pode ocorrer devido ao aumento da atividade de
transportadores ABC nas células tumorais (48).

No CEO, a TFD mediada por 5-ALA apresenta resultados positivos em
tumores em estagios iniciais, apesar da literatura clinica ser escassa (50).

Neste contexto, a TFD apresenta-se como uma possivel op¢ao terapéutica
para eliminar as CTCs. Na tabela 1 sdo descritos os estudos em que o efeito da

TFD nas CTC de diferentes tipos de tumores foi avaliado.

Tabela 1: Efeito da terapia fotodinamica nas CTCs em diferentes tumores

sélidos.
Autor Tumor FS CTC Achados
isoladas
por
Selbo et al. mama PhA (feoforbideA) Side CTC apresentam alta
2012 (51) Population expressao de
ABCG2. FS
Expressao acumulou nas CTC
de ABCG2 independentemente
da expressao de
ABCG2.
Hu et al. mama fVII-SnCeb CD24 TFD mediada por
2018 (52) (composto CD44 alvo (Tissue Factor
recombinante de CD133 targeted chlorin e6-
fator VII, clorina PDT) foi efetiva em
e6 e amino CTCs, induzindo
acidos) apoptose e necrose.
Gaio et al. mama TPCS2a (Nano CD44 Doxatel (DTX) nao foi
2020 (53) composto de efetivo contra as
meso-tetrafenil CTCs.
cloro dissulfonato PDT+DTX foi
com &cido citotoxico para CTCs.

hialurénico)
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Raschipichl
er et al.
2020 (54)

Schimidt et
al. 1991
(55)

Chizenga et
al. 2019
(56)

Wei et al.
2009 (57)

Bostad et
al. 2013
(58)

Wei et al.
2014 (59)

mama

cervical

cervical

colorretal

colorretal

colorretal

CUR-NP
(Nanoparticula de
Curcumina com
poli-glico &cidos)

Azul de metileno,
indigocarmina, IR-
132
(lambdachrome),
Sulfo-Al-Pc (sulfo-
aluminio-
ftalocianina) e
sulfo-fitalicoanina

AIPCcSix (Mix de
sulfo-aluminio
ftalocianica)

ALA (d-acido
aminolevulinico)

TPCS2a
(Dissulfonato de
meso-tetrafenil
clorina)

Protoporfirina I1X
dissolvida em
DMSO.

Células
circulantes
em um
sistema de
valvulas

Formacéo
de esferas

Side
population
CD133
CD49f

CD133

CD133

CD133
PROM1

Curcumina foi efetiva
em CTCs no sangue.
Analise morfoldgica
sugere promocao de
apoptose e necrose.

Azul de metileno e
Sulfo-Al-Pc foram
citotoxicos e
reduziram formacao
de esferas.

Baixas doses de
AlPcS promoveram
formacgédo de dedos

‘bebbling’ e des-

adesao celular.

Doses altas de AlPcS
promoveram
alteracdo morfologica

e altos niveis de

LDH.

Acumulo de PplX foi
maior em CTC porém
apresentaram menor
resposta ao
tratamento. Aumento
de apoptose apés a
TFD para células
CD133+.

TPCS2a foi capaz de
acumular nas CTCs.
Formacéo de
vesiculas acidas
foram elevadas apés
aTFD.

As CTC foram
resistentes a TFD e
apresentaram
aumento de LC3-ll e
atividade de auto
fagossomos.
Inibicdo de autofagia
(por cloroquina)
aumentou
citotoxicidade e
reduziu formacéo de
esferas in vitro e in
vivo em CTC.
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Cogno et al.

2020 (60)

Mao et al.
2021 (61)

Yu et al.
2014 (62)

Peng et al.

2017 (63)

Fang et al.

2018 (64)

colorretal

colorretal

cabeca e
pescogo

cabeca e
pescoco

cabeca e
pescoco

Antraquinonas
(rubiadin,
soranjidiol,
compostos
purificados de
H.pustulata e
T.flavicans)

Curcumina

ALA (5-acido
aminolevulinico)

Polyhematoporfiri
na

ALA (5-acido
aminolevulinico)

Formacéo
de esferas

LGR5

Formacéo
de esferas

CD44

Formacéo
de esferas
CD44

Cultura em
monocamada foi
mais sensivel ao

tratamento em
comparacao as
esferas tumorais.
Inducdo de apoptose
apo6s TFD para
células em geral
(sem isolar fenotipo).

Eficacia terapéutica
de curcumina variou
com o grau de
autofagia promovido
pela TFD.
Reducéo dos genes
GP1BB, COL9AS3,
COMP, AGRN,
ITGB4, LAMAS,
COL2A1, ITGBS,
ITGAL1 e TNC.
TFAP2A foi
correlacionado com
menor sobrevida e
progndstico ruim.

Reducéo de
formacgéo de esferas,
potencial de invasao,
expressao de CD44,

Oct4, Nanog, e
aumento da
sensibilidade a
cisplatina quando
combinada a TFD.

TFD néao foi citotoxica

nas CTC.

TFD + lovastatina
aumentou a
citotoxicidade e
reduziu formacéo de
esferas.

Aumento da
expressao de miR-
145 apo6s TFD.
Células miR-145+
foram mais sensiveis
a terapia, com
reducao de formacao
de esfera e potencial
de invaséo.
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Schimanski
et.al. 2016
(65)

Wang et al.
2017 (66)

Fujishiro et
al. 2018
(67)

Kawai et al.

2019 (68)

cérebro  ALA (5-4cido
aminolevulinico)

cérebro  ALA (5-acido
aminolevulinico)

cérebro  ALA (5-acido
aminolevulinico)

pancreas ALA (5-acido
aminolevulinico

Formacéo
de esferas

Side
population
ABCG2

CD133
Sox?2

Side
population
ABCG2

Resistencia
terapéutica a TFD
variou de acordo com
a linhagem celular.
CTC demonstraram
acumulo reduzido de
PpIX.

As CTC apresentam
aumento de
oxygenase-1.
Resisténcia
terapéutica de CTC
nao foi mediada por
ABCG2 e pode estar
associada a maior
eliminagcéo de PplX.

CTC apresentam
maior acumulo de
PpIX bem como
aumento de genes
relacionados ao
transporte endégeno
(ALAS1, ALAS2)
exégeno (PEPTL,
PEPT2) e
metabolizacéo de
PpIX (UROS, UROD,
CPOX, FECH,
ABCB6 e ABCG2).
CTC foram mais
resistentes a TFD
guando cultivados em
meio de cultura sem
soro.

Silenciamento de
ABCG2 aumentou
acumulo de PplX e

reduziu a side
population, mas nao
afetou a formacao de
esferas.
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Com base na revisdo de literatura, podemos observar que o efeito da TFD nas
CTC varia de acordo com a linhagem celular e metodologia utilizada para seu
isolamento. Além disso, respostas distintas sdo observadas nas CTC, de
maneira que alguns estudos demonstram ineficacia e ativacdo de mecanismos
de resisténcia e outros mostras resposta terapéutico satisfatéria nas CTC e

quando associadas a outras terapias.

1.4 Ainfluéncia da TFD na resposta imunologica

O sistema imunoldgico consiste na interagdo entre ceélulas, tecidos e
orgdos criando mecanismos de defesa capazes de detectar e se adaptar frente
a diferentes estimulos bem como desenvolver memoria (69). A adaptacdo € um
processo reversivel, ndo especifico, dependente de comunicacdo por
sinalizacdes e receptores celulares(69). A intensidade e frequéncia do estimulo
afetam diretamente qual via do sistema imune seréa ativada, imunidade inata ou
adaptativa. Quando estimulos de alta frequéncia ou dose sdo emitidos, as
células imunes podem entrar em estado de exaustdo ou hipo-responsividade,
limitando em parte sua capacidade efetora e assim, criando tolerancia ao
estimulo (69).

Classicamente, a imunidade inata é uma resposta nao especifica que nao
promove a formacdo de memaria celular, caracterizada por células do sistema
inato capazes de interagir com patdégeno ou antigeno por meio de receptores
para promover sua fagocitose e degradacdo enquanto a resposta adaptativa é
uma resposta estimulada por antigenos apresentados via MHC, que ocorre de
forma especifica e resulta em memaria celular (70).

A apresentacdo do antigeno é um passo necessario para a determinacdo
do balanco entre ativacao e diferenciacdo de linfécitos T entre seu fendtipo
regulador e/ou citotéxico. Apdés sua ativacdo, as linfécitos T efetoras se
locomovem para o local da neoplasia, onde devem ser capazes de penetrar e
infiltrar a neoplasia. No sitio da neoplasia, as linfécitos T fazem o reconhecimento
de antigenos tumorais ligados ao MHC-I de células apresentadoras de antigenos
por meio de receptores especificos (TCR).
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Figura 5: Ciclo de imunidade do cancer, adaptado de Chen e colaboradores (71). (1)

Antigenos séo liberados por morte celular, liberando fatores pré-inflamatérios e

antigenos que sao processados pelas células dendriticas (2) e apresentados aos
linfécitos T (3). Os linfécitos T séo estimuladas para o perfil citotdxico (4) e migram para
0 sitio neoplasico guiados por quimiocinas (5), infiltrado o tumor (6). Em seguida, ocorre
o reconhecimento da célula alvo e a ativagéo da citotoxicidade (secregéo de IFNy e
liberacdo dos granulos). Fatores estimuladores e inibitérios envolvidos em cada etapa
estao representados em verde e vermelho, respectivamente. Em azul, estdo destacadas

possiveis intervengdes terapéuticas.

A TFD no ambito tumoral favorece a resposta sistémica imunoldgica anti-
tumoral, porém sua efetividade depende da capacidade imune do hospedeiro
(72, 73). O efeito promovido pela TFD esta completamente relacionado com a
liberacdo de DAMPS e subsequente ativacdo do sistema imunoldgico (74).
Conforme explanado por Gollnick e colaboradores (2012) a inflamacgéo
promovida pela TFD pode ser separada em duas etapas: infiltracéo de neutrofilos
e a liberacao de citocinas (73). Sugere-se que a a¢éo de IL-6 modula a resposta
local, afetando a extensdo do dano promovido, infiltragdo de macréfagos bem

como o dano vascular e por conseguinte a oxigenagao tecidual (73).
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Efeito imunolégico da TFD: Morte imunologica celular
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Figura 6. Efeito imunolédgico da terapia fotodinAmica em neoplasias. Apos a TFD, os neutréfilos
infiltram o tumor por possuirem maior afinidade pelo tecido vascular, acumulando-se no mesmo
e causando destruicdo de vasos sanguineos e resposta inflamatéria aguda. Consequentemente,
h& maior infiltracdo de mastdcitos e macréfagos bem como células dendriticas, resultando em
maior apresentacdo de antigeno e ativagdo da resposta imune adaptativa. A resposta imune
inata ocorre por meio da ativacdo do complemento e das células Natural Killer. A resposta
adaptativa por consequéncia promove a diferenciacdo e recrutamento de linfécitos T para perfil
citotoxico. Ao término deste processo, os linfécitos T assumem perfil regulador e linfocitos B

proliferam secretando anticorpos (74). (Figura de elaboracéo do autor).

Para demonstrar a direta dependéncia da imunidade na TFD, animais
induzidos para um perfil imunossuprimido por meio de bloqueio de linfécitos e
células NK ndo foram responsivos ao tratamento com TFD e novos tumores
foram formados (72), sendo este resultados também observados por Kabingu et
al. (2006) (75). Um estudo classico desenvolvido por Hendrazak et al. (1999) foi
observado que na auséncia de linfécitos T CD8 e células NK, a recidiva tumoral
€ aumentada (76).

A morte celularimunogénica promovida pela TFD € o resultado de eventos
promovidos em cadeia para a promoc¢éo da resposta imunolégica de maneira
sistémica e nao apenas local (77). Define-se pela ativacao do sistema imune a
partir da liberacdo de DAMPs (HSP90, HSP70, ATP extracelular circulante e
HMGB1) gerados pela TFD a partir de células em processo de morte celular (77).

Adicionalmente, a TFD promove alteragbes vasculares que estéao

diretamente correlacionadas com o mecanismo de morte imunoldogica e a
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efetividade terapéutica. Neste contexto, TNF-a produzido por macréfagos locais
apos a TFD tem efeito anti-vascular e a liberacao de IL-1p atua no recrutamento
de neutrdfilos, afetando o endotélio (78). O dano vascular é acompanhado de
contracao vascular, contribuindo para a formacéo de um edema local, agregacao
plaquetéaria que por conseguinte gera um processo isquémico local (79). Com a
constricao do fluxo vascular, o sistema complemento é ativado e funciona como
um estimulo para a resposta imune inata via liberacdo de fatores quimiotaticos
por células endoteliais, atraindo neutrofilos, mastocitos, macrofagos e linfocitos
T no local do tumor submetido a TFD (78, 79). Com a ativacdo da resposta
adaptativa, a TFD promove uma resposta imune sistémica, com aumento de
neutrdfilos e linfécitos T circulantes bem como formacéo de células de memodria.
Caso a resposta adaptativa seja bloqueada, o controle da terapia é perdido e a
susceptibilidade para recidiva e metastase é maior (76, 79)

Todos estes mecanismos culminam para o enriquecimento da resposta
imunoldgica de forma gradativa apos a realizagdo do tratamento, permitindo que
ocorra um efeito a longo prazo local, tal efeito foi proposto e detalhadamente
descrito por Hernandes e colaboradores, conforme observado na Figura 7, a
terapia fotodindmica no ambito da oncologia pode ser avaliada em uma linha de
tempo de eventos imunologicos desencadeados pela liberacdo de DAMPs (80).
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Figura 7: Efeito imunoldgico promovido pela TFD no decorrer do tempo. Inicia-se por meio da
liberacdo de DAMPs e ativacdo do sistema complemento, levando ao aumento da
permeabilizacdo e neutrofilia no sitio tumoral por 24 horas. Em seguida com o aumento
pronunciado da atividade dos neutréfilos, demais células imunolégicas permeiam o tecido dentro
de 72 horas. No dia seguinte apés a TFD, células dendriticas e linfécitos comecam a se acumular
no tumor, iniciando um processo adaptativo que pode ser observado por duas semanas,
acompanhado por niveis elevados de IL-6, TNF-a, IFNy e sistema complemento. Apés quatro
semanas, as células presentes no sitio tumoral ndo sao perceptiveis, porém é possivel identificar
a presenca de linfécitos T na circulagdo ou 6rgéos linfoides da proximidade (80) (Figura adaptada

e traduzida para o Portugués de Hernandez e colaboradores 2020).

1.5 Células Natural Killer e interacdo com TFD

As células Natural Killers (NK), sdo uma pequena populacao de linfécitos
capazes de promover lise de seu alvo sem sensibilizacdo prévia (77, 81).
Representam 5 a 15% dos linfécitos circulantes e sdo caracterizadas por sua
origem e funcéo efetora de potente capacidade citotoxica (82). Nos tecidos orais
nao-neoplasicos, a presenca de células NK € baixa, cerca de 10 células por mmz2.
Em lesdes orais potencialmente malignas, a concentracdo é escassa em
comparacao ao CEO, tendo a presenca de 10 a 20 células por mmz2. No CEO,
as células NK se distribuem pelo estroma, sendo observadas em média, 30
células por mmz2, concentrando-se principalmente no fronte tumoral e em regides
peritumorais, onde apresentam-se entre 100 e 130 células por mm? (83).

As NK sao classicamente definidas como linfocitos CD3-CD56 nos
humanos, possuem diferentes fenétipos baseados na expressédo de CD56, onde

células com a expressdo de CD5619" possuem um perfil imunoregulatério,
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enguanto células CD569™ exercem maior funcédo citotoxica (81, 84). O processo
de diferenciacdo aos diferentes fenotipos ocorre por meio de diferentes
estimulos recebidos no processo de sua maturacao(84). Na presenca de TGF-3
e IL-10, as células NK tornam-se tolerantes, apresentando reducédo do receptor
ativador NKG2D; na presenca de II-2, I1L-12, IL-15, IL-21 IGF-1 e STAT3, as
células possuem perfil citotoxico, com elevada producéo de IFN-y e liberacdo de
granulos citoplasmaticos. Sob influéncia de TGF-B, IL-7 e IL-15, as células NK
assumem um perfil NK regulador com producéo de IFN-y e IL10 (84).

Conforme descrito por Cheng et al. (2013), as células NK possuem papel
crucial na vigilancia imunologica, reconhecendo as células tumorais por meio de
sinais de stress e perigo, eliminando seu alvo por meio da liberacdo de granulos
citoplasmaticos contendo perforina e granzima B, inducdo de receptores de
apoptose (FasL, TRAIL, TNF-alfa), secrecdo de moléculas efetoras (IFN-y) e
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Adicionalmente, por
produzir IFN-y, as NK induzem a diferenciagéo de linfocitos T para um perfil Thl
citotoxico e estimulam a atividade de linfécitos B (85).

Para que ocorram 0s mecanismos acima citados, as células NK devem
receber estimulos por seus receptores; o receptor transmembrana NKG2D é um
receptor de dominio curto, atuando de forma conjunta com proteinas
adaptadoras DAP10, fazendo o reconhecimento de ligantes MHC de classe |,
proteinas relacionadas A e B (MICA, MICB), bem como proteinas ligantes-UL
(ULBP1-6) (86). Além de NKG2D, outros receptores ativadores das células NK
se destacam: receptores de citotoxidade natural (NCRs), NKp46 (também
denominado NCR1, CD335), receptor NKp44 (NCR2, CD336) e receptor NKp30
(NCR3, CD337), os quais atuam na ativacdo das células NK e estimulacdo da
secrecdo de IFN-y (86).

O tumor é capaz de contornar a acdo de NK por mecanismos de
resisténcia, como o aumento da expressado de MHC-I ou a liberacdo de ligantes
soltveis de NKG2D para a reducédo de sua expressao (86), pela secre¢éo de IL-
10 e TGF-B (87), pela inibicdo de CD16 (88), por células apresentadoras de
antigeno associadas ao tumor (81) ou pela expresséo de PD-1 e seu ligante (PD-
L1) (89). A expansao de linfécitos Treg CD4*CD25* também pode influenciar
negativamente na capacidade citotoxica das células NK por meio da supresséo

da proliferacdo e aumento de IFN-y (90).
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Para o desenvolvimento de estudos in vitro, a linhagem NK92 bem como
sua descendente NK92-MI foram obtidas a partir de um estudo classico
desenvolvido por Gong e Maki (1994), no qual avalia-se um caso de um paciente
portador de um linfoma ndo-Hodgkin (91). Como células NK92 sdo dependentes
de IL-2, Tam et. al. (1999) desenvolveu o subtipo NK92-MI capaz de produzir IL-
2 de forma independente, possibilitando a expanséo do uso desta linhagem (92).

Neste contexto, as células NK teriam um papel crucial no controle da
progressao tumoral (72, 75), e possivelmente seus mecanismos de acao podem
ser amplificados por meio da TFD, a qual poderia sensibilizar o tumor para que
NK possa identificar seu alvo, eliminando-o efetivamente. S&o poucos 0s
achados na literatura que avaliam o papel de células NK apés a TFD, dos quais
dados sdo compilados na Tabela 2.

Estudos avaliando o efeito da TFD sob células NK obtiveram inicialmente
o intuito de avaliar a capacidade das células NK serem usadas como uma terapia
adoptiva juntamente com a TFD, na qual o paciente receberia ambos os
tratamentos. No estudo desenvolvido por Korbelik et al. (2001), camundongos
NOD-SID foram tratados com mTHPC e injecdes de células NK92-MI (93). Apés
atingir o volume adequado, os tumores foram tratados com mTHPC de forma
intravenosa, com 0.1 ou 0.15mg/kg. O grupo tratado com TFD+terapia adoptiva
com células NK peri-tumoral obteve maior sobrevida livre de tumor e foi capaz
de prevenir a recorréncia tumoral em 25% dos animais, enquanto os demais
grupos apresentaram 100% de recorréncia. Contudo este efeito foi perdido
quando a proporc¢ao célula efetora:alvo foi reduzida ou apenas a inoculacao de
células NK foi realizada (93). Adicionalmente, os autores também avaliaram a
concentracdo de células NK 2 horas e 18 horas ap6s a TFD. Nas primeiras horas
nao foi possivel observar aumento de células NK intratumoral, porém, apés 18
horas, foi observada maior concentracdo de células NK no tumor tratado com
TFD (93). Os autores sugerem que a TFD € capaz de promover a maior
penetragcdo de células NK e maior controle da lesdo, sendo, portanto,
interessante o uso de ambas as terapias. Vale ressaltar que neste estudo néo
foram avaliados as presencas dos ligantes e mecanismos de ativacéo
imunologicos, sendo sugerido que o aumento de citocinas inflamatérias
produzidas no pico de inflamacdo apos a TFD, possa contribuir para o maior

recrutamento das células NK (93).
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Um estudo publicado por Park et al. (2011) avaliou a relagédo dos ligantes
NKG2D ap0s a TFD mediada por Hematoporfirinas em duas linhagens celulares
tumorais, SNU-1 (adenocarcinoma estomacal) e SW-900 (carcinoma pulmonar).
Neste estudo os autores irradiaram células em placas de cultivo com uma
lampada de projetor de 400W por 3 min e 10J/cm?2 (94). Apés a irradiacao, foi
feita a analise dos ligantes de NKG2D (MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3)
por meio de RT-gPCR, enquanto a expressdo de ligantes de superficie para
NKG2D foi mensurada por citometria de fluxo. Os resultados variaram entre as
linhagens e entre os ligantes avaliados (94). Em resumo, houve aumento da
expressdo de ULBP1, ULBP2, ULBP3 e MICA/B num intervalo de 3 a 12h apos
a TFD. Adicionalmente, houve reducao na expressédo de MHC-I apos a TFD bem
como maior citotoxicidade mediada pelas células NK. Com base nestes
resultados, os autores sugerem que o aumento de ligantes para NKG2D
juntamente com a redugcdo de MHC-I promovida pela TFD contribua para a
citoxicidade mediada pelas células NK apds a TFD.

Belicha-Villanueva et al (2012) avaliaram a expressdo do complexo de
histocompatibilidade MHC-I em amostras celulares de tumores derivados de
colén humanos (linhagem Colo205) e murinos (linhagem CT26) ap6s a TFD
mediada por HPPH (95). Os autores relataram aumento de NKG2DL e
citotoxicidade das células NK apés a TFD em 24 horas in vitro (95). Com base
nestes resultados, os autores sugerem que a TFD é capaz de modular a resposta
mediada por células NK, sendo proposto que o estresse oxidativo mediado pela
emissao de EROs apdés a TFD seja capaz de elevar a expressdo de NKG2DL e
nao de MHC-I, promovendo o aumento da atividade citotdxica das células NK.
Além disso, a presenca de HPPH seria capaz de mediar o aumento da
citotoxicidade das células NK via expressao de MICA, o que sugere diferentes
repostas imunoldgicas mediante ao FS de escolha (95).
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Tabela 2: Revisao de literatura, interacdo de NK em tumores tradados com TFD.

Autor Tumor TFD Achados
Korbelik Cervical FS: mTHPC Terapia adoptiva com NK realizada
etal. Colorretal Incubacéo de imediatamente apés TFD, de forma peri-
2001(93) Mamario 24horas tumoral promoveu melhor controle tumoral
120-130mW/cm? e sobrevida livre de tumor
Modelo in vivo  25J/cm?
Aumento progressivo de NK dentro do
tumor sugere maior penetracdo de NK
mediada pela TFD (aumento de 5% em 2h,
10% em 18h em comparacdo com controle)
Park et Estomacal FS: HPD Para SNU-1 Aumento expressao genética
al.2011 Pulmonar 3 minutos de ULBP1, aumento expressao de
(94) 10J/cmz2 superficie ULBP1 e ULBP2. Reducéo de
Modelo in vitro Lampada de MHC-I
projetor 400W Para SW-900 Aumento expressao genético
e superficie de MICB, ULBP1, ULBP2,
ULBP3. Reducédo de MHC-I.
Aumento de Citotoxicidade de NK apoés
TFD foi dependente de ligantes NKG2D.
Belicha- Colon FS: HPPH In vitro: Aumento de NKG2DL ap6s TFD em
Villanueva 0.4~0.8umol/kg 24 horas. Aumento de citotoxicidade de NK
et al. Modelo in vitro  600-630nm apés TFD em 24 horas.
2012 (95) einvivo 100J/cmz2in vivo
0.2~1J/cm2in In vivo: Aumento de NKG2DL e MICA apés
vitro TFD em 24 horas.
75mW/cm?2
21 horas de

incubagdo com
FS + 3 horas de
incubacgédo antes
das analises in
vitro

18-24 horas de
incubacgéo in

vivo
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2 JUSTIFICATIVA

Com base nos capitulos descritos acima, o CEO é composto por uma
complexa interacéo de células tumorais com a imunidade do hospedeiro. A TFD
possui grande impacto na resposta imune do hospedeiro, sendo, por
conseguinte, uma possibilidade para combinacdo terapéutica com terapias
convencionais e adoptivas. Todavia, a efetividade da TFD pode ser
comprometida por mecanismos de escape e resisténcia do tumor alvo, que se
sugere ocorrer por meio de auséncia de oxigénio e inativacao de células T e NK
do hospedeiro. Portanto compreender os mecanismos envolvidos na resposta
imunolégica apos a terapia fotodindmica € fundamental para promover novas
metodologias que permitam o melhor controle da doenca e progndstico

terapéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € avaliar in vitro a acéo de células Natural Killer

sob células derivadas de carcinoma epidermoide oral submetidas ao tratamento

com terapia fotodinamica.

3.2.
>

Objetivos especificos

Caracterizar a linhagem NK92-MI por meio de citometria de fluxo;

Avaliar e caracterizar a expressdo génica de ULBPs e HLA-ABC por
citometria de fluxo em linhagens celulares derivadas de CEO e
subpopulacdes de CTC,;

Avaliar a capacidade citotoxica da linhagem NK92-MI contra linhagens
celulares derivadas de CEO e subpopulacdes de CTC por meio do ensaio
de liberacéo Calceina-AM;

Avaliara a capacidade de formacdo de coldnias e esferas tumorais de
linhagens celulares de CEO ap0s o co-cultivo com células NK92-Ml;
Avaliar o efeito da TFD no CEO, por meio do ensaio de MTS;

Avaliar o efeito da TFD na citotoxicidade das células NK92-MI em uma
linhagem de CEO, bem como na expressdo de ligantes para células

NK92-MI e em subpopula¢des de CTC.
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4 METODOLOGIA

4.1. Cultivo Celular

A linhagem celular derivada de carcinoma epiderméide oral Cal e Luc4
foram gentilmente cedidas pelo Prof. lan Mackenzie (Instituto Blizard, Queen
Mary University of London) foi cultivada em frascos plasticos de 75cm2 (Corning)
em meio DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
antibiotico/antimicotico e suplemento RM+ (96) e mantidas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO:2 e 95% de umidade. Para os experimentos realizados as
linhagens foram descongeladas em baixa passagem (p7) e todos os
experimentos foram realizados em triplicata em passagens seguidas.

Ambas as linhagens foram obtidas por meio da cultura primaria de
amostras isoladas de carcinoma epidermoide oral, sendo estas células isoladas,
purificadas e marcadas para subsequentemente serem expandidas in-vitro e ex-
vivo (cultura de matriz e fibroblastos para mimetizar um tecido epitelial), cinco
linhagens foram estabelecidas das quais Cal provém de uma subpopulacao de
maior diferenciacdo, capaz de formar camas de epitélio em uma constante taxa
de proliferacdo, enquanto Luc4 apresenta-se menos diferenciada com menor
taxa proliferativa tendo predominéncia de células que comp&e a camada basal
do epitélio (96).

A Linhagem NK-92 MI (CRL-2408, ATCC) foi cultivada em meio MEM-a
contendo 2mM de L-glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 0,2 mM de
inositol, 0,1 mM 2-mercaptoetanol, 0,02 mM de acido fdlico, 12,5% de SFB e
15,5% de soro fetal de cavalo. Esta linhagem foi gentilmente cedida pela Dra.
Maria da Gloria Martins Teixeira do Laboratério de Tecnologia Recombinante
(LATER) da Fiocruz.

A linhagem celular K562 derivada de leucemia mieldide cronica (CCL-243,
ATCC) foi gentilmente cedida pelo Prof. José Belizario, do Instituto de
Biociéncias da USP. Esta linhagem é usada como controle positivo para 0s
ensaios de citotoxicidade das células NK, uma vez que a mesma nao apresenta
MHC de classe I. Esta linhagem foi cultivada em meio RPMI-1640 suplementado
com 10% de SFB e 200nM de L-glutamina.
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4.2. Caracterizacao da linhagem NK92-Ml

As células da linhagem NK92-MI foram caracterizadas por citometria de
fluxo, pelos anticorpos: anti-CD45-FITC, anti-CD3-PE, anti-CD56-APC Cy7,
Isotipo IgG1 FITC, Isotipo IgG2a PE, Isotipo IgG1 APC Cy7. Os anticorpos foram
incubados por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente. Em seguida, as
células foram lavadas em PBS, centrifugadas e ressuspendidas em 200uL de
PBS. As células foram caracterizadas por meio do fen6tipo CD45+/CD56+/CD3-
utilizando-se o equipamento FACSCanto Il, do Departamento de Imunologia do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. Um minimo de 10.000
eventos foi adquirido por meio do software FACS Diva utilizando-se o software
FlowJo v10.0.
4.3. Caracterizacdo da expressao dos receptores da linhagem NK92-Ml

A expressao dos receptores Nkp30, Nkp44, Nkp46 e NKG2D, associados
com a ativacdo das células NK92-Ml, foi avaliada apds o co-cultivo de NK92-Ml
com células da linhagem Cal; as células foram coletadas imediatamente apés
24h de co-cultivo. Em seguida, as células foram centrifugadas, contadas e 1x10°
células foram incubadas com os anticorpos primarios descritos na Tabela 3, bem
como com seus respectivos controles isotipicos por 30 min a 4°C no escuro.
ApOs este periodo, as células foram lavadas com PBS+BSA1%, centrifugadas e
essuspendidas em PBS+BSA1% contendo 200ng/mL de DAPI para exclusao
das células mortas. A analise foi feita no equipamento FACS Canto Il e um
minimo de 10.000 eventos foi adquirido por meio do software FACS Diva. A
andlise da porcentagem de células bem como da intensidade fluorescéncia de
cada marcador foi feita utilizando-se o software FlowJo v10.0. Foi realizado um
experimento em triplicata.
Tabela 3: Anticorpos utilizados para avaliacdo da expressdo dos receptores das
células NK92-MlI.

Anticorpo Marca/Clone Diluigao
anti-Nkp30 PE Cy7 Biolegend/P30-15 1:500
anti-Nkp44 PerCP 5.5 Biolegend/P44-8 1:100
anti-Nkp46 PE Cy7 Biolegend/9E2 1:100
Anti-NKG2D PerCP 5.5 Biolegend1D11 1:100
Isotipo 1IgG1 PE Cy7 Biolegend/MOPC-21 1:500

Isotipo IgG1 PerCP 5.5 Biolegend/ MOPC-21 1:400
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4.4. Isolamento e Caracterizacao das células ameboides

Para caracterizar as células amebdides derivadas das linhagens Cal e
Luc4, foi inicialmente realizado o cultivo celular e isolamento destas células com
base nos protocolos desenvolvidos pelo Prof. lan Mackenzie (21). O
sobrenadante celular contendo células flutuantes foi coletado, centrifugado e as
células foram colocadas em novo frasco para acompanhamento e expansao.
Este procedimento foi repetido trés vezes até que somente células com
morfologia amebdides quando aderidas ao frasco ou células flutuantes
representassem 80-90% da populacao celular (Figura 8)

A caracterizacdo das células amebadides foi realizada por meio da analise
morfolégica, citometria de fluxo para andlise da expressao de citomeria de fluxo
de CD44 e ESA; e RT-qPCR para os genes RTNX1, CLGB, CTNL1 e IVL.
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Figura 8: Isolamento e caracterizacdo de células amebodides tumorais derivadas das

linhagens Cal e Luc4 (Figura de elaboracéo do autor).

4.5. Citometria de fluxo: CD44, ESA, Anexina V e DAPI

As células da linhagem Cal e Luc4 foram plaqueadas na densidade de
2x10° e 2,5x10° células/poco, respectivamente, em placas de 6 pocos. Apds 24h,
o meio foi removido e as células NK92-MI foram adicionadas nos poc¢os da
linhagem Cal na proporcéo 12:1 e 6:1 e da linhagem Luc4 na proporgéo 6:1.
Células cultivadas somente com o meio das células NK92-MI serviram como
controle. ApGs 4h de co-cultivo, as células das linhagens Cal e Luc4 foram

tripsinizadas, contadas e marcadas com os anticorpos anti-CD44-FITC (BD
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Biosciences, 1:50), anti-ESA-APC (Mylteni, 1.800) e anti-Anexina V (BD
Biosciences, 1:100) no escuro por 30 min a 4°C. ApoOs lavagem com
PBS+BSA1%, as células foram incubadas com esta solugédo contendo 200ng/mL
de DAPI para exclusdo de células mortas. A analise das subpopulacdes
CDA44ngh/ESANigh - CD44Hgh/ESAloW e CD44'°% bem como da porcentagem de
células positivas para Annexina V e DAPI foi feita no equipamento FACS Canto
Il do Departamento de Imunologia do Instituto de Biociéncias da USP. Um
minimo de 10.000 eventos foi adquirido por meio do software FACS Diva e a
analise da porcentagem de células foi realizada utilizando-se o software FlowJo
v10.0.

4.6. Citometria de fluxo: HLA-ABC nas subpopulacdes CD44/ESA

Para identificacdo da expressao de HLA-ABC nas linhagens Cal e Luc4
e em suas subpopulagdes CD44MINESANGh  CD44Nah/ESAlw,  CD44'v e
ameboides, as células foram incubadas com os anticorpos anti-CD44-FITC, anti-
ESA-APC e anti-HLA-PE Cy7 (Biolegend, clone W6-32, 1:800) por 30 min a 4°C,
bem como com seu respectivo controle isotipico (Biolegend, Isotipo 1gG2a, clone
MOPC-173, 1:2400). Apés este periodo, as células foram lavadas com PBSA,
centrifugadas, ressuspendidas em PBS+BSA1% contendo 200ng/mL de DAPI e
analisadas no equipamento FACS Canto Il. Um minimo de 10.000 eventos foi
adquirido por meio do software FACS Diva. A andlise da porcentagem de células
positivas para HLA-ABC bem como da intensidade fluorescéncia nas linhagens
celulares Cal e Luc4 e amebdides, bem como dentro de cada subpopulacéo foi
avaliada utilizando-se o software FlowJo v10.0. Foram realizados trés

experimentos independentes em triplicata.

4.7. Extracdo de RNA, sintese do DNA complementar e gPCR

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (ThermoFisher),
de acordo com as instru¢des do fabricante. Posteriormente, 1ug de RNA total foi
reversamente transcrito em DNA complementar (cDNA) por meio do kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher). As reacdes de PCR
em tempo real foram realizadas em um termociclador ABI7500 utilizando o

reagente SYBR Green (Applied Biosystems) e primers especificos para os genes
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RTN1, CLGB, INV, CTN1, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, MICA/B e GAPDH
(Tabela 4). Os produtos da RT serviram de molde para a amplificagédo por gPCR,
sendo todas as reagdes realizadas num volume final de 10 yL em tubos 6ticos
com 0s seguintes reagentes: primers sense e antisense para cada gene, 5 yl de
SYBR Green Master Mix® (Applied Biosystems), 1 uyL de cDNA e agua. O
processo de ciclagem térmica consistiu em desnaturacao inicial a 95°C por 10
min, seguido por quarenta ciclos de amplificacdo a 95°C por 10 seg e 60-62°C
por 1 min para os genes RTN1, CLGB e CTN1 e quarenta ciclos de amplificacédo
a 95°C por 10 seg, 62°C por 30 seg e 72°C por 40 seg para os genes ULBP1,
ULBP2, ULBP3, ULBP4, MICA/B e GAPDH.

ApGs o término do ultimo ciclo, as amostras foram submetidas a analise
da curva de dissociacéo, conferindo-se a auséncia de qualquer curva bimodal ou
sinal anormal de amplificacdo. Para cada par de primers foi realizada qPCR
utilizando-se agua estéril para avaliagdo de sua possivel contaminacdo. A
andlise quantitativa da expresséo foi obtida de acordo com o método 2-24Ct, As
reacoes de gPCR foram realizadas em duplicata e trés amostras de cDNA de
cada linhagem foram utilizadas, sendo consideradas para quantificacdo da
expressao génica somente aquelas com desvio padrao < 0,05 entre os valores
de Ct. Os dados de expressédo relativa foram demonstrados utilizando-se a

linhagem parental como amostra calibradora.

Tabela 4: Sequéncia dos primers e temperatura de anelamento utilizada na reacéo de
gPCR.

Gene Primers 5 — 3’ Tm (°C)

RTN1 F: ctgcctgcagttctacgtga 60
R: cgtaggtcaggagccacatc

CLGB F: aaagagctggtgcgaaaaga 62
R: aaagagctggtgcgaaaaga

CDH1 F: gaacgcattgccacatacac 60
R: agcaccttccatgacagacc

ULBP1 F: cagtccctggagcctictca 62
R: caggacccagaccaggctaa

ULBP2 F: gcaaggatgtcttgtgagca 62
R: ggccacaaccttgtcattct

ULBP3 F: caggacccagaccaggctaa 62
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R: gctcagtgtcagccagttcc

ULBP4 F: atggtcaaacctctgggcct 62

R: cccacttctcccagegtitg

GAPDH F: gtgaaccatgagaagtatgacaac 62

R: catgagtccttccacgatacc

4.8. Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade da linhagem NK92-MI quando cultivadas com as células
das linhagens Cal e Luc4 e suas respectivas populagfes de células amebdides
foi avaliada pelo método de liberacdo de calceina AM, de acordo com Neri et al.
(2001)(97). Em resumo, 5x10° células foram incubadas com 1uM de calceina
AM (Biolegend) diluida em PBS por 20 min a 37°C. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS e centrifugadas, sendo ressuspendidas na concentracao de
105 células/mL. Em seguida, 10 células tumorais marcadas foram incubadas
com diferentes concentragbes (25:1; 12,5:1; 6,25:1; 3,125:1) de células da
linhagem NK92-MI em placas de 96 pocos com fundo em U. As células foram
centrifugadas a 250 xg por 5 min e mantidas a 37°C por 4h. Apds este periodo,
a placa foi novamente centrifugada a 250 xg por 5 min, o sobrenadante foi
coletado e transferido para placas de 96 pocos de fundo chato pretas. A
intensidade de fluorescéncia foi avaliada utilizando-se o equipamento Biotek
Synergy HTX, com excitacdo da calceina AM em 488nm e emissdo em 520nm.
A liberacéo espontanea (LE) de calceina AM foi obtida por meio da liberacéo de
calceina AM no meio na auséncia de células NK92-Ml e a liberacdo maxima (LM)
foi obtida por meio da lise das células tumorais marcadas com calceina AM em
meio contendo 2% de Triton X-100. Posteriormente, a seguinte férmula foi

utilizada para obtencéo da porcentagem de citotoxicidade:

C =[(valor-MLE) / MLT-MLE)] x 100
Onde:
C = Citotoxicidade
MLE = Média da Liberacdo Esponténea
MLT = Média da Liberacéo Total

Para avaliar o efeito do meio condicionado das linhagens Cal e Luc4 na
citotoxicidade das células NK92-MlI, estas foram incubadas por 24h com o meio

condicionado das linhagens tumorais e em seguida, submetidas ao ensaio de
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citotoxicidade por liberacéo de calceina-AM, utilizando-se a linhagem K562 como
alvo. Essa analise foi incluida uma vez que as células tumorais secretam
moléculas imunossupressoras como TGFf e IL-10, as quais impedem a ativacao
das células NK92-Ml.

4.9. Co-cultivo direto

Para a realizagéo do co-cultivo, as linhagens celulares Cal e Luc4 foram
plagueadas em placas de 6 pocos na densidade de 2x10° células. Ap6s 24h, as
células da linhagem NK92-MI em diferentes propor¢cdes foram adicionadas nos
pocos por 4 e 24h. Apds estes periodos, as células foram avaliadas
morfologicamente utilizando-se o microscépio Nikon Eclipse (Nikon Instruments
Inc. USA) e submetidas aos ensaios de formagao de colonias e esferas.

4.10. Formacéao de Coldnia

Para avaliar a capacidade de formacdo de colonia, as células das
linhagens Cal e Luc4 foram cultivadas em baixa densidade (200 células por
poco) em placas de 6 pocos e incubadas por 7 dias. ApOs este periodo, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% e coradas com cristal violeta
1,5% diluido 40 vezes em agua por 5 min. As colbnias foram fotografadas para
analise da morfologia e as placas foram digitalizadas para contagem do numero
de colbnias com o auxilio do software ImageJ (Verséo 1.4, Fiji, 2012). Foram
consideradas colbnias celulares os agregados contendo mais de 50 células ou
2mm. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados representam os

dados obtidos de trés experimentos independentes.

4.11. Formacao de Esfera

Para avaliar a capacidade de formacdo de esferas tumorais, as células
das linhagens Cal e Luc4 apds o co-cultivo com as células NK92-MI por 24h e
4h, respectivamente, foram plaquadas em placas de 24 pocos de baixa adesao
em densidade de 100 células/poco e mantidas em cultura por 10 dias. Apos este
periodo, as esferas tumorais foram contadas independentemente por dois
investigadores. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados

representam os dados obtidos de trés experimentos independentes.
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4.12. Terapia fotodinamica

As células da linhagem Cal foram divididas nos seguintes grupos de estudo:

- Grupo Controle: células da linhagem Cal sem nenhum tratamento,
mantidas sob as condicdes experimentais descritas anteriormente.

- Grupo 5-ALA: células da linhagem Cal incubadas somente com o FS 5-ALA
(mesma concentragao utilizada no grupo TFD).

- Grupo LED: células da linhagem Cal submetidas somente a irradiagdo com
LED (mesmo protocolo de irradiacao utilizado no grupo TFD).

- Grupo TFD: células da linhagem Cal submetidas a TFD.

Para a realizacdo da TFD, as células Cal foram incubadas no escuro por
4h com o acido aminolevunilico (5-ALA) na concentracdo de 1mM em meio
DMEM-F12 sem SFB. Em seguida, o meio foi removido, as células foram lavadas
com solucéo tampao fosfato (pH 7,4) e irradiadas com o equipamento LED-Saber
(BioLambda, Brasil), em comprimento de onda de 660+9nm (Figura 9).

A dose selecionada para posteriores analises foi definida por meio de uma
curva de viabilidade quantificada pelos ensaios de MTS.

A dose de escolha foi de 1,5J/cm? e 3J/cm? realizada com base na
literatura, onde sub-doses foram administradas para avaliar o efeito da TFD nas
células NK (95, 98). Todas as doses foram ajustadas para garantir a entrega
efetiva de energia, a perda estimada de energia causada pelo plastico dos
frascos de cultivo foi descontada de acordo com Silva et al. (99). Todas as
irradiacfes foram realizadas em PBS para reduzir a perda promovida pelos

meios de cultivo.

Tabela 5: Parametros dosimétricos utilizados para a irradiacao.

Perda Poténcia Irradiancia Exposicéo Tempo Energia
estimada % (mW) (W/cm?) radiante (s) Total (J)
(J/cm?)
22 100 0,0355 15 51 51
22 100 0,0355 3 101 10,1
22 100 0,0355 6 202 20,2
22 100 0,0355 9 303 30,3
22 100 0,0355 12 404 40,4
22 100 0,0355 15 505 50,5

22 100 0,0355 18 606 60,6
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Figura 9: Irradiacdo com LED Saber (Figura de elaboracgéo do autor).

4.13. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] (Promega, Brasil). Resumidamente, as células da linhagem Cal
foram plaqueadas na densidade de 9x10°3 por poco e incubadas por 24 horas.
No dia seguinte, uma solucdo de 5-ALA 1mM em meio puro foi preparada e as
células foram incubadas por 4 horas. ApoOs este periodo, as células foram
lavadas com PBS e irradiadas com exposi¢des radiantes crescentes (1,5 — 18
J/icm?2). Apés 24 horas da irradiacdo, as células foram lavadas duas vezes com
100ul de PBS e foi adicionado 95uL de meio puro contendo 5uL de MTS. Os
valores de absorbancia foram transformados em porcentagem em relacdo ao
grupo controle. A quantificacdo da viabilidade celular foi realizada em
espectrofotometro Biotek Synergy HTX no comprimento de onda de 490nm.
Foram realizados quatro experimentos independentes em quadruplicata.

A viabilidade celular foi também posteriormente avaliada utilizando-se o
Deep Blue Viability Kit (Biolegend). Resumidamente, as células da linhagem Cal
foram plaqueadas na densidade de 9x103 por poco e incubadas por 24 horas.
No dia seguinte, uma solucdo de 5-ALA 1mM em meio puro foi preparada e as

células foram incubadas por 4 horas. A seguir, as células foram lavadas com
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PBS e irradiadas com 1,5 e 3 J/cm2. Apoés 24h da irradiacdo, as células foram
lavadas com PBS e foram incubas por 2h com 90uL de meio puro contendo 10%
(10uL) de Alamar Blue. Os valores de fluorescéncia foram transformados em
porcentagem em relacdo ao grupo controle. A quantificacdo da viabilidade
celular foi realizada em espectrofotdmetro Biotek Synergy HTX no comprimento
de onda de 590nm. Foram realizados quatro experimentos independentes em

quadruplicata.

4.14. Avaliacdo de Morfologia Celular
Para a avaliacdo da morfologia celular ap6s 0, 3, 6, 12 e 24 hda TFD, as
células foram fotografadas e visualizadas em microscépio 6ptico no aumento de

100x no microscopio Nikon Eclipse.

4.15. Ensaio de citotoxicidade com meio condicionado

A citotoxicidade foi avaliada pelo método de liberagdo de calceina-AM
(descrito anteriormente) utilizando meio DMEMF12 condicionado provindo de
células tratadas pela TFD e as células K562 como células alvo.

Em resumo, o meio das células da linhagem Cal dos grupos Controle, 5-
ALA, LED 3J/cm2 e TFD 3J/cmz? foi coletado apds 12h apds a realizagéo da TFD.
Posteriormente, as células da linhagem NK92-MI foram incubadas por 24h com
o meio condicionado dos diferentes grupos descritos acima e a citotoxicidade foi
realizada utilizando-se as propor¢gbes de (25:1; 12,5:1; 6,25:1; 3,125:1) de
células efetoras (NK92-Ml) e alvo (K562).

Como controle, células NK92-MI foram cultivadas como de costume no
meio MEM-a, como controle positivo as células NK92-MI foram cultivadas em
MEM-a diluido 1:1 no meio de cultura de Cal (DMEM/F12).

4.16. Andlise Estatistica

Para verificar a distribuicdo dos dados, o teste de normalidade Shapiro-Wilk
foi utilizado. Com a confirmacéo de normalidade de dados a comparacgéo entre
os grupos foi realizada pelo teste ANOVA, caso dados coletados nédo passem
pelo teste de normalidade, foi realizado o teste de Kruskal Wallis. Para a

comparacao entre dois grupos, os dados foram analisados por teste T seguido
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de correcdo de Welch utilizando-se do software GraphPad Prism (Verséo 8,

Graphpad, USA). O nivel de significAncia utilizado foi de p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da linhagem NK92-Ml

A linhagem imortalizada NK92-MI foi inicialmente caracterizada em
relacdo a expressédo de CD3/CD56 bem como em relacdo ao perfil de expresséo
dos receptores ativadores Nkp30, Nkp44, Nkp46 e DNAM-I, para posterior
utilizag&o nos experimentos de citotoxicidade e co-cultura.

No ensaio de citometria de fluxo, primeiramente foi realizada a selecao da
populacdo de células baseando-se nos parametros SSC e FSC. Em seguida, as
células negativas para DAPI (viaveis) foram selecionadas para a posterior
avaliagdo dos marcadores descritos anteriormente. Todos 0s experimentos de
citometria de fluxo foram realizados e padronizados previamente em relagdo a
titulacdo do anticorpo primario e respectivos controles isotipicos.

Como demonstrado na Figura 10, as células da linhagem NK92-MI
apresentam o fenétipo CD45*/CD3/CD56", confirmando desta maneira, o fendtipo
caracteristico das células NK. Em relacéo a expresséo dos receptores ativadores,
foi observado que a média de expressao dos receptores Nkp30, Nkp46, NKG2D
e DNAM-lI nas células NK92-MI foi 88,45%, 75,3%, 41,02% e 16,95%,
respectivamente (Figura 11). O receptor Nkp44, presente somente em células NK
ativadas, foi expresso em 59,18% das células.
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Figura 10: Avaliacdo do fenotipo da linhagem NK92-MI por citometria de fluxo. (A)
Controle 1gG-FITC na populagdo celular DAPI negativa. (B) Identificagdo das células
NK92-MI positivas para CD45. (C) Controle isotépico IgG para PE e APC Cy7. (D)
Identificacdo da populagdo CD3-/CD56+.
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Figura 11: Avaliacéo da expressao dos receptores ativadores das células NK92-Ml. (A)

Controle IgG PE-Cy7 e (D) controle IgG PerCP 5.5 na populacéo celular DAPI negativa.
(B) Expressao de NKp30, (C) Nkp46, (E) Nkp44, (F) NKG2D e (H) DNAM-I na linhagem
NK92-Ml. (l) Quantificacdo da porcentagem de células positivas para os marcadores

avaliados (resultados representativos de quatro experimentos independentes).
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5.2. Caracterizacdo das populacfes de células-tronco tumorais e células
amebdides
Para caracterizacao das células amebdides, as mesmas foram avaliadas
em relacdo a sua morfologia e expressao de CD44 e ESA para identificacdo das
subpopulacdes CD44"M"/ESANIh CD44MIhESAlOW e CD44'°%, Como demonstrado
na Figura 12, as células ameboides isoladas das linhagens Cal e Luc4 séo
caracterizadas por uma populagéo de células flutuantes, as quais ndo aderem ao
frasco e possuem morfologia oval ou redonda e uma populacdo de células
aderidas fracamente ao frasco, uma vez que dispensam a utilizacdo de tripsina.
Estas, sdo caracterizadas por apresentarem protrusdes citoplasmaticas na forma
de bolhas quando aderidas ao frasco, o que facilita seu deslocamento. Notamos
também a presenca de células com morfologia fusiforme, as quais representam
as células que sofreram transicdo epitélio-mesenquimal e que irdo sofrer a

transicdo mesenquimal-amebdide.

Figura 12: Aspecto morfoldgico das células das linhagens Cal (A) e Luc4 (C) bem como
de suas respectivas populactes de células ameboides (B e D). As células ameboides
flutuantes sdo redondas e refringentes a microscopia de luz e as células amebodides
aderidas mostram pequenas protrusdes citoplasmaticas na forma de bolhas (asterisco)
(aumento 100x).
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De acordo com o grupo de pesquisa do Prof. lan Mackenzie (The Barts
and London School of Medicine and Dentistry), as células amebdides
apresentam o fenétipo CD44Mh/ESAYY e podem transitar entre o fendtipo
amebodide e mesenquimal por meio da transicdo mesenquimal-amebodide e
amebodide-mesenquimal. Desta maneira, para caracterizacdo fenotipica das
mesmas, foi realizada citometria de fluxo para avaliagéo da expressao de CD44
e ESA. Ambas as células amebodides isoladas das linhagens Cal e Luc4 foram
caracterizadas pelo fendtipo CD44MIESAPY em aproximadamente 100% das
células. Quando comparada com a populacdo parental, observamos um
aumento significante na porcentagem de células CD44""/ESA°" nas células
ameboides (Figura 13).

As CTC com morfologia epitelial, caraterizadas pelo fendtipo
CD44NMeh/ESAlW representam aproximadamente 5% da populagdo tanto na
linhagem Cal quanto na linhagem Luc4. J& a populacdo de células com
morfologia mesenquimal, caracterizadas pelo fendtipo CD44M/ESAlW

representam 5% e 50% nas linhagens Cal e Luc4, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13: Andlise da expressao de CD44 e ESA nas linhagens Cal (A-C) e Luc4 (D-
F) por citometria de fluxo. (A e D) Controles isotipicos IgG-FITC e IgG-APC.
Identificacdo das subpopulacdes CD44MESAMN"  CD44MIVESAPY e CD44°" na
linhagem Cal parental (B), Cal amebdide (C), Luc4 parental (E) e Luc4 ameboide (F).
Quantificacdo da porcentagem das subpopulagfes das linhagens Cal (G) e Luc4 (H).
"p<0,001 e ““p<0,00001 em relagdo a subpopulacdo na linhagem parental (Resultado
representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata).

Dados preliminares e ainda ndo publicados do Prof. lan Mackenzie
demonstraram que as células amebdides apresentam aumento na expressao
dos genes RTN1 e HOPX quando comparado com as células parentais. Assim,
células das linhagens Cal e Luc4 bem como de suas respectivas populacées
amebodides, provenientes de trés passagens diferentes, foram utilizadas para
analise da expressao dos referidos genes. A andlise da expressao génica
demonstrou um aumento significante dos niveis de mMRNA do gene RTNX1 nas
células amebdides de ambas as linhagens em relagdo as células parentais
(p<0,0001, fold-change 29,05 e 6,06 nas células amebdides das linhagens Cal

e Luc4, respectivamente) (Figura 14A). Em relagéo ao gene HOPX, somente as
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células amebdides da linhagem Luc4 mostraram um aumento significante nos
niveis de mRNA quando comparado com as células parentais (p<0,05, fold-
change 1,39) (Figura 14B).

Adicionalmente, a expressdo dos genes CLGB (Claganulina B) e CDH1
(E-caderina), associados com a diferenciacdo e adesao epitelial foi avaliada nas
linhagens Cal e Luc4 e em suas populacées amebdides. Foi observada uma
reducdo significante na expressdo de ambos o0s genes nas células amebdides,
indicando perda da diferenciacéo celular e adeséo celular (Figura 14C e 14D).
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Figura 14: Andlise da expresséo génica de RTNX1 (A), HOPX (B), CLGB (C) e CDH1
(D) nas linhagens celulares Cal e Luc4 bem como em suas respectivas populacdes de
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células ameboides. "p<0,05 e "p<0,001.
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5.3 Citotoxicidade mediada pelas células NK92-Mi

Para avaliar a citotoxicidade das células NK92-MI contra as células das
linhagens celulares Cal e Luc4 bem como de suas respectivas populacfes de
células amebdides, foi realizado o ensaio de liberacdo de calceina-AM. Em todos
0s ensaios, a linhagem K562 foi utilizada como controle positivo, uma vez que nao
possui MHC classe I.

Em todas as proporcOes célula efetora:alvo avaliadas, as células
amebdides da linhagem Cal e Luc4 mostraram maior susceptibilidade a
citotoxicidade mediada pelas células NK92-MI, sendo esta semelhante a
observada na linhagem K562 (Figura 15). Estes resultados indicam que as células

amebdides sdo mais susceptiveis as células NK92-Ml.
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Figura 15: Ensaio de liberagcéo de calceina para avaliagédo da citotoxicidade das células
NK92-MI nas células Cal (A) e Luc4 (B) e suas respectivas populacdes de células
ameboides. As células da linhagem K562 foram utilizadas como controle positivo.
"p<0,05, ""p<0,001 e ""p<0,0001.

Como demonstrado na Figura 16, o meio condicionado de ambas as
limagens tumorais foi capaz de inibir significantemente a citotoxicidade das células

NK92-MI, mesmo na proporcao 25:1 (célula efetora:célula alvo).
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Figura 16: Ensaio de liberacdo de calceina-AM para avaliagdo da citotoxicidade das
células NK92-MI na linhagem K562 cultivadas com o meio condicionado da linhagem
Cal (A) e Luc4 (B). "p<0,001 e ™p<0,0001.

5.4 Analise da expresséo de ligantes para NKG2D e HLA-ABC nas linhagens

celulares Cal e Luc4 e suas respectivas populacdes de células amebodides

Para avaliar se a maior susceptibilidade das células amebdides as células
NK92-MI se deve a maior expressao de ligantes para NKG2D, um dos receptores
de ativacdo das células NK92-MI, a expressdo génica dos ligantes ULBP1,
ULBP2, ULBP3 e ULBP4 foi avaliada por RT-gPCR (Figura 16) e a expressao de
MICA/B e HLA-ABC por citometria de fluxo.

Foi observada uma reducéo significante da expressdo do gene ULBP1
somente nas células amebdides da linhagem Luc4 quando comparada com as
células parentais (Figura 17A).

Adicionalmente, os genes ULBP2 e ULBP4 também mostraram menores
nives de mRNA nas células amebdides das linhagens Cal e Luc4 em relagéo as
células parentais (Figura 17B e 17D). N&o foi observada alteracao na expressao
do gene ULBP3 em ambas as linhagens quando comparada com as células
ameboides.

Em conjunto, estes resultados demonstram que a maior susceptibilidade
das células amebodides as células NK92-MI ndo ocorre por meio da
superexpressao dos genes ULBP1, ULBP2, ULBP3 e ULBP4.
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Figura 17: Andlise da expressao dos genes ULBP1 (A), ULBP2 (B), ULBP3 (C) e ULBP4
(D) por RT-gPCR nas células das linhagens Cal e Luc4 bem como em suas respectivas
populacdes de células ameboides. *p<0,05, **p <0,001 e ***p<0,0001.

Como um dos mecanismos de ativacdo das células NK92-MI ocorre na
auséncia de HLA-ABC (MHC classe | classico), a expressao desta molécula foi
avaliada por citometria de fluxo nas subpopulagbes CD44Mgh/ESAhigh
CD44Nah/ESAlow @ CD44'°% bem como nas células amebéides das linhagens Cal
e Luc4 (Figura 18A-F).

Foi observada uma reducao significante da porcentagem de células
positivas para HLA-ABC bem como na intensidade de fluorescéncia para este
marcador nas células ameboides de ambas as linhagens quando comparado com
a populacao parental, indicando um possivel mecanismo envolvido na maior
susceptibilidade das mesmas as células NK92-MlI (Figura 18G e 18H).

Adicionalmente, notamos que as células CD44M"/ESAPW da linhagem
Cal e Luc4 mostraram menor expressado de HLA-ABC em relagdo a populagéo
CD44Ndh/ESANIh e desta maneira, Sd0 mais susceptiveis as células NK92-Ml
(Figura 18I). Na linhagem Cal, também foi observada uma menor porcentagem
de células positivas para HLA-ABC na populacdo CD44'°% quando comparado a
populagdo CD44Mah/ESAhigh,

Nas células amebdides das linhagens Cal e Luc4, foi observado aumento
da porcentagem de células positivas para MICA/B, indicando que além da menor
expressdo de HLA-ABC, o aumento da expressao deste ligante para NKG2D pode
estar envolvido na maior susceptibilidade das células amebdides as células NK92-
MI (Figura 18J).
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Figura 18: Andlise da expressado de HLA-ABC e MICA/B por citometria de fluxo. (A) e (D)
controles isotipicos para HLA-ABC PECy7, (B) Cal, (C) Cal amebdide, (E) Luc4, (F)
Luc4 amebdide nas linhagens Cal. (G) Quantificacdo da porcentagem de células
positivas e (H) intensidade de fluorescéncia para HLA-ABC nas linhagens Cal e Luc4 e
suas respectivas populacdes de células amebdides. (I) Quantificacdo da porcentagem de
células positivas para HLA-ABC dentro das subpopulagcbes CD44"MESANSh
CD44N9hESAPY e CD44'"°" de ambas as linhagens. (J) Quantificacdo da porcentagem de
células positivas para MICA/B. "p<0,05, “p<0,001 e "“p<0,0001.
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5.5 Co-cultivo das linhagens celulares Cal e Luc4 com as células NK92-Ml

Para a realizagéo dos ensaios de co-cultivo, primeiramente, as células das
linhagens Cal e Luc4 foram incubadas com as células NK92-MI em diferentes
proporcdes e posteriormente foram avaliadas em relacdo ao aspecto morfolégico
nos periodos de 4h e 24h. Selecionamos os referidos periodos baseando-se no
ensaio de citotoxicidade (4h) e em estudos da literatura.

Na linhagem Cal, apds 4h de co-cultivo, foi observada uma redugéo no
numero de células e alteracdo morfologica da linhagem Cal quando foi cultivada
com as ceélulas NK92-MI nas proporcdes 6:1 e 12:1, sendo mais evidente nesta
tltima. Notamos perda de adesdo entre as células, presenca de células com
tamanho reduzido bem como de restos celulares, indicando morte celular por
apoptose e necrose. Vale ressaltar que estas alterac6es foram mais pronunciadas
no periodo de 24h (Figura 19).

Desta maneira, selecionamos a proporcao 6:1 apds 4h de co-cultivo para
os ensaios de citometria de fluxo e analise das subpopulacées CD44M/ESAhigh
CD44N9h/ESAPY e CD44'o%, colbnias e esfera.

Figura 19: Aspecto morfolégico da linhagem Cal cultivada em diferentes proporgées
com as células NK92-Ml por 4h e 24h (aumento 100X).

Na linhagem Luc4, foi possivel observar células viaveis somente apos 4h
de co-cultivo, sendo que no periodo de 24h, todas as células tumorais morreram
na presenca das células NK92-Ml, independente da proporcao utilizada. Na Figura
19 podemos observar que as células da linhagem Luc4 sdo mais sensiveis as
células NK92-MI, uma vez que as mesmas altera¢cdes morfologicas observadas
na Cal foram notadas a partir da proporcao 3:1 na linhagem Luc4, sendo bastante

pronunciadas na proporc¢do 6:1. Desta maneira, selecionamos a proporgéo 6:1 e
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periodo de 4h de co-cultivo para a realizacéo dos ensaios de formacao de colonias

e esferas.

Figura 20: Aspecto morfolégico da linhagem Luc4 cultivada em diferentes proporgoes
com as células NK92-MI por 4h (aumento 100X).

5.6 Andlise das subpopulacées CD44MIaNESANGh CD44Meh/ESAlOW e CD44'ow

da linhagem Cal apés o co-cultivo com as células NK92-Ml

Para avaliacdo das subpopulacdes CD44MNIESANGh CD44Mah/ESAlwW e
CD44"" na linhagem Cal apds o co-cultivo com as células NK92-MI, as mesmas
foram co-cultivadas por 4h e em seguida, submetidas a analise da expressédo de
CD44 e ESA por citometria de fluxo.

Inicialmente avaliamos a porcentagem de células mortas apés o co-

cultivo, indicada pela positividade para DAPI. Como demonstrado na Figura 21,
houve um aumento significante na porcentagem de células mortas apés 4h de
co-cultivo com as células NK92-Ml.

Para avaliacdo da expressdo de CD44 e ESA nas células da linhagem
Cal, as células positivas para DAPI foram excluidas. Desta maneira, notamos que
na presenca das células NK92-MI, houve uma reducédo significante das
subpopulacdes CD44Mh/ESANIh e CD44MIESAPY, demonstrando que as células
NK92-MI preferencialmente tém como alvo as células com fenotipo tronco.
Adicionalmente, foi observado que a diminuicédo da populacdo CD44M/ESAN9 foj

acompanhada por um aumento na porcentagem das células CD44'"°%, indicando
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gue as células NK92-MI induzem a diferenciacado das células da linhagem Cal
(Figura 21).

30+

< <
g DAPI+ %
7] \ 7]

L

cat Cat+NK92-MI

10° 3 100
3 CD44high-ESAlow CD44high-ESAlow

CD44high-ESAhigh CD44high-ESAhigh i

CD44-FITC
CD44-FITC

CD4dlow B CD4dlow

3 3 5
-10 o 10 10 10 -103 0 103 10 105
ESA-APC ESA-APC OB COMMIERAT (U

Figura 21: Andlise da porcentagem de células mortas (positivas para DAPI) e expressao
de CD44 e ESA na linhagem Cal ap6s 4h do co-cultivo com as células NK92-Ml. (A) Cal,
(B) Cal+NK92-Ml e (C) quantificacdo da porcentagem de células mortas. (D)
Identificacdo das subpopulacdes CD44hMS/ESAN  CD44"MWESAOY e CD44°% na
linhagem Cal e ap6s o co-cultivo com as células NK92-MI (E). Quantificacdo das
subpopulacdes apés o co-cultivo. “p<0,001 e “"p<0,0001.

5.7 Anédlise do potencial clonogénico e capacidade de formacédo de esferas

das linhagens Cal e Luc4 ap6s o co-cultivo com as células NK92-Mi

Apés o co-cultivo das linhagens Cal e Luc4 por 24h e 4h,
respectivamente, com as células NK92-Ml, foi avaliada a capacidade clonogénica
das células tumorais por meio do ensaio de formacao de colbnias e a capacidade
de formacgéao de esferas.

Estudos prévios ja demonstraram que a capacidade clonogénica esta
diretamente associada com a presenca das CTC com fendtipo CD44hgh/ESAhigh
e a capacidade de crescer e formar esferas tumorais estd associado com as CTC

de fenotipo mesenquimal, caracterizado pelo perfil CD44MNoESAlOw (21, 31).
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Assim, corroborando com os achados obtidos na citometria de fluxo para a
linhagem Cal, foi observada uma reducéo significante no nimero de colénias bem
como no numero de esferas tumorais ap6s o co-cultivo com as células NK92-Ml
(Figura 22).

Estes resultados demonstram que a diminuicdo na porcentagem das
populacbes CD44MNIESANGh e CD44MNIVESAOW foi acompanhado por uma
diminuicdo funcional das propriedades de células-tronco na linhagem Cal.
Reducédo na capacidade de formacao de colonias e esferas tumorais também foi
observada na linhagem Luc4 apds o co-cultivo com as células NK92-MI (Figura
22).
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Figura 22: (A) Andlise da formagdo do numero de colbnias e (B) esferas nas linhagens
Cal e Luc4 apo6s o co-cultivo com as células NK92-MI por 24h e 4h, respectivamente.
"p<0,05, “p<0,001 e “p<0,0001.
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5.8. Avaliacdo da viabilidade e morfologia celular ap6s a TFD

Para avaliar a efetividade do acido aminolevulinico (5-ALA) sob as células
tumorais, realizamos uma curva de viabilidade com diferentes exposi¢coes
radiantes a fim de identificar uma subdose para avaliar o efeito da TFD na
susceptibilidade das células tumorais as células NK92-MI (65, 95). A linhagem
tumoral Cal foi selecionada para os experimentos com a TFD uma vez que foi
menos responsiva as células NK92-Ml.

Conforme resultados obtidos em trabalhos prévios do grupo, o 5-ALA foi
utilizado na concentracdo de 1mM e a exposicao radiante variou de 1,5 a
18J/cmz2. Nao houve diferenca estatistica significante entre o grupo Controle e 5-
ALA. O grupo LED 3J/cm? apresentou menor viabilidade celular em relagéo aos
grupos Controle e 5-ALA (p=0,0006 e p=0,0183, respectivamente). Em relagéo
aos grupos TFD, a viabilidade celular diminuiu significantemente em todas as
energias avaliadas quando comparado com o0s grupos Controle e 5-ALA
(p<0.0001), de maneira proporcional ao aumento da exposi¢cao radiante, com
excecgao do grupo 9J/cm? (Figura 23).
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Figura 23: Curva de viabilidade de densidades de energia crescentes de células
tratadas com LED e TFD pelo ensaio MTS. Dados coletados em quatro experimentos
independentes. *** p <0,001 e **** p <0,0001 em relacdo ao controle.

Analisando a morfologia celular 24 horas ap6s a TFD, apenas 0s grupos
1,5, 3 e 6J/cm? apresentaram células com morfologia preservada (Figura 24).
Nos grupos 12, 15 e 18J/cm?, as células apresentaram perda de adesao celular,
auséncia de nucleo e sinais evidentes de morte por necrose e apoptose. Uma
vez que a literatura indica efeito benéfico da TFD nas células NK com sub-dose
de tratamento (95), a irradiacdo com 1,5 e 3J/cm? foram selecionadas para a

realizacdo dos demais experimentos.

A B C

Figura 24: Figuras representativas da morfologia das células da linhagem Cal nos
grupos Controle (A), TFD 1.5J/cmz (B), TFD 3J/cm2 (C), TFD 6J/cm2 (D), TFD 9J/cm?
(E) e TFD 12J/cm2 (F), 24 horas ap6s a TFD.

5.9. Citotoxicidade das células NK92-Ml apés a TFD
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A citotoxicidade das células NK92-MI foi avaliada apos 24h na linhagem
Cal dos grupos Controle, 5-ALA, LED 1,5J/cm?, LED 3J/cm?, TFD 1,5J/cm? e
TFD 3J/cm? e ainda, apés 12h nos grupos Controle, 5-ALA, LED 3J/cm2 e TFD
3J/cm2, Como demonstrado na Figura 25 a TFD néo foi capaz de aumentar a
susceptibilidade da linhagem Cal a citotoxicidade das células NK92-MIl em

nenhum dos parametros e periodos avaliados.
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Figura 25: Ensaio de liberagdo de calceina-AM para avaliar a citotoxicidade de células
NK92-MI na linhagem Cal 24 horas apés TFD nos grupos Controle, 5-ALA, LED
1,5J/cm2 e TFD 1,5J/cm?2 (A), nos grupos Controle, 5-ALA, LED 3J/cm2 e TFD 3J/cm?
(B) e ap6s 12 horas nos grupos Controle, 5-ALA, LED 3J/cm2 e TFD 3J/cm? (C).

5.10. Expresséo de CD44 e ESA e HLA-ABC ap6s a TFD no CEO

Para avaliar o efeito da TFD com sub-doses de irradiacdo nas
subpopulacdes de CTC, foi realizada citometria de fluxo para avaliacdo da
expressdo de CD44 e ESA. Como demonstrado na Figura 26, ndo houve

diferenca significante na porcentagem de células CD44M/ESARah
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CD44NMdah/ESAloW, CD44'°% nos grupos Controle, 5-ALA, LED 1,5J/cm?, LED
3J/cm?, TFD 1,5J/cm?, TFD 3J/cm?2.
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Figura 26: Andlise da expressao de CD44 e ESA por citometria de fluxo 24 horas ap6s
a TFD nos grupos Controle (A) ALA (B) LED 1,5J/cm? (C) LED 3J/cm? (D) TFD 1.5J/cm?

(E) TFD 3J/cm? (F). Quantificacdo da porcentagem de células positivas para os fenétipos
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CD44"ESANIN CD44MESAP e CD44'°Y com o parametro de irradiagéo 1,5J/cm? (G)
e 3J/cmz2 (H).

A expressdo de HLA-ABC foi também avaliada por citometria de fluxo para
analisar se a TFD, com os parametros selecionados poderiam promover a
reducdo da expressdo desta molécula, o que poderia aumentar a
susceptibilidade das células da linhagem Cal as células NK92-MI(95, 100).
Entretanto, n&o foi observada alteracdo da expressédo de HLA-ABC nos grupos
5-ALA, LED 1,5J/cm?, LED 3J/cm?, TFD 1,5J/cm2, TFD 3J/cm?2 apés a TFD em

comparacao ao controle.

A 2500- B 100-
I
o 2000 I 80— ™
@ T o
< 1500~ g 60-
< <
= -
L 1000 T 40-
z S
5004 20+
0- | | 0- | | |
BB “:‘? i) ‘E! i) & B ‘3 i ‘E! -
i&o ﬁﬁ@qﬂ \??qqh «{{Q *&o q‘?"vé}k {E‘?q{}h «“Q
CP L A (_P h A

Figura 27: Intensidade de fluorescéncia (A) e quantificacdo da porcentagem de células
positivas e para HLA-ABC (B) na linhagem Cal nos grupos Controle, 5-ALA, LED
1,5J/cm?, LED 3J/cm2, TFD 1,5J/cm2, TFD 3J/cm? apdés a TFD em comparacdo ao

controle.

5.11 Citotoxicidade apo6s cultivo das células NK92-MI com meio
condicionado da linhagem Cal submetido a TFD.

Uma vez que ndo foi observado efeito direto da TFD em relacdo a
citotoxicidade mediada pelas células NK92-Ml, decidimos avaliar se moléculas
secretadas pelas células tumorais apdés a TFD poderiam influenciar a

citotoxicidade das células NK92-MI, uma vez que alguns estudos demonstraram
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gue moléculas como IL-6 (73), TNF-a (79), INF-y (80) podem ser liberadas apos
a TFD e ativar a resposta imunoldgica.

Desta maneira, o meio condicionado das células da linhagem Cal
submetidas a TFD foi coletado apds 12h da terapia. Em seguida, as células
NK92-MI foram incubadas por 12h com o meio condicionado e submetidas ao
ensaio de citotoxicidade utilizando-se a linhagem K562 como alvo. Como
demonstrado na Figura 28, o meio condicionado das células da linhagem Cal
dos grupos Controle, ALA, LED 3J/cm?, TFD 3J/cm2 nao alterou a citotoxicidade
das células NK92-MI quando diluido na proporcao 1:1 quando comparados com
o0 grupo controle (MEM-a puro) e controle positivo (MEM-a diluido 1:1 com
DMEM/F12).

200+
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g-]‘r,u- - 3-ALA

a -+ LED 3J/cm?
gmu_ --- TFD 3J/cm?
= ~ MEM-a 100%
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25:1 12.5:1 6.25:1 3.125:1

Figura 28: Ensaio de liberagdo de calceina-AM para avaliar a citotoxicidade de células
NK92-MI cultivadas por 24 horas no meio condicionado da linhagem Cal dos grupos

Controle, 5-ALA, LED 3J/cm?, TFD 3J/cm?, MEM-a 100% e 50%.
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6. DISCUSSAO

A linhagem NK92-MI caracteriza-se pelo fenétipo CD45+/CD3-/CD56+,
apresentou-se apta ao reconhecimento de seu alvo por expressao positiva de
receptores ativadores NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 bem como foi capaz de
eliminar células derivadas de CEO nos ensaios de citotoxicidade e co-cultivo. As
células das linhagens Cal e Luc4 apresentaram trés diferentes subpopulacdes;
CD44highJESANGh - CD44NIESAOW e CD44'°%, sendo a populagdo ameboide
definida em sua totalidade por CD44""/ESAlY, A populacdo ameboide
apresentou-se mais sensibilizada a citotoxicidade de NK92-MI, que pode ocorrer
por meio do aumento de MICA/B em relacdo as populacbes parentais. A
expressao genética de ligantes ULBP1, ULBP2, ULBP3 e ULBP4 variou entre as
subpopulacdes, a subpopulacdo ameboide apresenta reducdo de ULBPs, HLA
e aumento de MICA/B. A curva de viabilidade ap6s TFD demonstra crescente
morte celular com 0 aumento do tempo de exposi¢ao. A associacao de TFD com
células NK92-MI ndo promoveu maior citotoxicidade no alvo.

Neste trabalho procuramos avaliar a acdo das células Natural Killer no
CEQO, iniciando pela caracterizacao das linhagens abordadas no estudo, uma vez
gue as células NK podem assumir diferentes funcfes de forma dependente de
seu fendtipo ativo (84). As células NK92-MI sdo células NK derivadas de um
tumor de linfoma nao-Hodgkin autossuficientes de IL-2, utilizadas
frequentemente pela literatura para avaliar o efeito de células NK ativadas frente
a célula alvo sendo a linhagem K562, derivada de leucemia mieloide crbénica, um
alvo padronizado (92).

Esta linhagem foi proposta como uma linhagem capaz de atuar de forma
similar a células NK de origem primarias, apresentando 0s mesmos mecanismos
de citotoxicidade bem como uma vantagem de ser facilmente expandida in-vitro,
possibilitando seu uso para a imunoterapia adoptiva e combinacdes terapéuticas
(101), além do mais, a imunoterapia adoptiva de células NK possibilita maior
controle local e a distancia, contribuindo para um melhor prognoéstico (102).

Apés a realizacdo da citometria de fluxo, observamos que as células
NK92-MI apresentam o fendtipo caracteristico CD45*/CD3/CD56*, este
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resultado nos aponta que as células se apresentam em um estado maturado
(CD56%), purificado de células T (CD3") o que vai de acordo com a literatura
presente (84, 103). Em continuidade observamos que a linhagem NK92-MI
apresenta expressao de receptores ativadores NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46
e DNAM-I.

O receptor NKG2D atua no reconhecimento de ligantes MICA/B (MHC-I)
e subsequentemente no reconhecimento das ULBPs, sendo estes ligantes
elevados sob condicfes de stress, infeccdo e tumorigénese, ao reconhecer a
superexpressao de seus ligantes, NKG2D atua diretamente na ativacdo da
capacidade citotoxica de NK (104). Os receptores de citotoxicidade natural
NKp30, NKp44, NKp46 séao fundamentais para a acdo de NK por atuarem de
forma complementar ou sinérgica a NKG2D (105), dos quais NKp46 participa do
sinal cruzado para mobilizacdo de calcio celular e liberacdo de fatores
citotéxicos; NKp44 expresso exclusivamente em células ativas por IL-2; NKp30
que atua de forma similar a NKp44 porém abrange diferentes ligantes e pode
estar presente em células imaturas (106). Neste contexto, as células NK92-Mi
apresentam-se aptas ao reconhecimento de seu alvo.

Além do mais, pacientes com aumento dos receptores ativadores e
subsequente aumento de citotoxicidade de NK apresentam melhor controle local
e sobrevida livre de tumor (102). Paralelamente, nos tumores de cabeca e
pescoco a presenca de células NK com balanco entre a expressao de seus
receptores ativadores e inibidores apresenta um progndstico favoravel e maior
sobrevida (107).

As células tumorais derivadas de CEO podem apresentar diferentes
fendtipos conforme observado por Biddle et.al. (2011) (21). Com base nesta
literatura, avaliamos a disposicdo das populacfes dos fenétipos por CD44/ESA
nas linhagens Cal e Luc4, onde observamos que Cal apresenta as populacdes
CDA44Nah/ESANigh - CD44Mah/ESAlow  CD44'°% de forma homogénea, enguanto
Luc4 apresenta maior populacdo de CTC de perfil migratério CD44MINESAlOW,
sendo esta diferenca refletida na morfologia celular observada na cultura.

Adicionalmente, com base em resultados preliminares do grupo de
pesquisa do prof® lan Mackenzie, avaliamos a presenca de um terceiro fenotipo
no CEO, as células ameboides. Com base em nossos resultados, apos sua

expansdo, as células ameboides representam em aproximadamente sua
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totalidade o fenétipo CD44MI"/ESAY em cultura, definido previamente por Biddle
e.tal. (2011) como um fendtipo migratério (21), que confere maior capacidade
metastatica a estas células. Em relacdo a sua morfologia, observamos que sua
morfologia se apresenta equivalente aos relatos da literatura, com formacéao de
filamentos e protusdes bebbling (27, 28), que permitem maior motilidade e
comportamento em suspensao na cultura.

Dados preliminares do grupo de pesquisa do Prof. lan Mackenzie relatam
que células ameboides apresentam aumento da expressao dos genes RTN1 e
HOPX. Estes genes s&o expressos em subpopulacdes de neurdnios e
progenitores intermediarios, atuando no processo de formacdo embrionaria,
sendo portanto genes de fendétipo tronco (108). Em nossa pesquisa, observamos
o aumento de RTN1l em ambas as populacbes ameboides isoladas das
linhagens Cal e Luc4, porém apenas as células ameboides derivadas da
linhagem de Luc4 apresentou aumento de HOPX.

Nos tumores orais, HOPX atua como fator de transcricdo, regulando o
processo de diferenciacdo, angiogénese, ciclo celular e metastase, sendo sua
superexpressdo ambigua, correlacionada com pior progndstico em tumores
neurais e melhor prognostico nos tumores orais (109). Seria possivel que o
aumento de HOPX em células ameboides Luc4 em comparacdo a Cal,
promovesse a supressdo de sua atividade e/ou esteja correlacionado com o
aumento da populacdo de perfil mesenquimal. Vale ressaltar que genes
regulados por HOPX, nomeadamente NCAM, FOXG1 e ITGA4, regulam a
motilidade e metastase celular (110), o aumento de HOPX em células ameboides
Luc4 pode promover maior capacidade metastatica a esta célula, abrindo
possibilidade para uma nova via de estudo para terapias alvo.

Além de apresentarem elevada expresséo de genes relacionados com o
fendtipo tronco, observamos que células ameboides apresentam reducéo dos
genes CLGB e CDH1 (CATNAL ou E-caderina), associados ao processo de
adesdao celular (111). Este resultado sugere que células ameboides possuem
menor adesao celular o que justifica sua morfologia em suspensao em cultura,
consequentemente poderia levar a uma maior capacidade metastatica desta
linhagem.

Em continuidade a este pensamento, sugere-se que as protusdes

formadas em células ameboides, sejam formadas a partir da focalizacdo de
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actomiosina mediada por E-caderina, sendo a expressao de E-caderina reduzida
no processo de alongamento destas protusdes (112), esta proposta vai de
acordo com os dados observados na presente pesquisa.

Analisando os dados de forma conjunta, podemos compreender pontos
fundamentais para a diferenciacdo dos fendtipos, que aponta a alta capacidade
metastatica como ponto crucial para células ameboides; apesar dos mecanismos
envolvidos ndo estarem completamente elucidados, células ameboides de CEO
apresentam aumento de sua capacidade tronco, desregulacdo de complexos de
adesdo, associados com a expressao anormal de vias que modulam sua
morfologia para amplificar sua capacidade moével, permitindo sua locomocéao
pelo tecido, o que confere uma maior capacidade de sobrevivéncia a esta
populacao celular.

Para compreender como as NK92-MI atuam frente os diferentes fenétipos
de CTC, realizamos o ensaio de citotoxicidade por liberacdo de calceinaAM, e
observamos que células ameboides apresentaram maior sensibilidade as células
NK92-MI sendo este efeito similar ao observado com as células da linhagem
K562 (97). Resultados semelhantes foram observados por Tseng et.al. (2010),
que observou aumento da citotoxicidade das células NK em CTC caracterizadas
por CD449"MCD133* na linhagem UCLA-OSCC de CEO (113). Todavia os
autores nao observam neste estudo se as células UCLA-OSCC representam o
fendtipo ameboide ou migratério, apenas observam que esta linhagem CTC
exibe taxa proliferativa acentuada com baixa expresséo de B7HI e EGF-R.

Para investigar os mecanismos envolvidos com a maior susceptibilidade
das células ameboides a linhagem NK92-Ml, avaliamos a expresséo de ULBPs
nas células parentais e amebdides. Foi observado que as células ameboides
apresentaram reducao de ULB1, 2 e 4; sugerindo que a ativacdo das células
NK92-MI ndo ocorreu via receptor NKG2D e seus ligantes ULBPs.

Seria possivel que a baixa expressao de ULBPs tenha ocorrido pela
liberacdo dos ligantes de forma solivel como um mecanismo de escape
acentuado, um estudo observou que uma populacdo resistente de células
tumorais gastricas apresentou solubilizacdo de ULBPs em co-cultura com NK, o
que reduziu a capacidade citotoxica de NK por inibicdo de NKG2D, além do mais,
neste estudo as ULBPs moduladas por meio da inibicdo de proteinas que clivam
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estes ligantes, levou ao aumento de ULBP1, 2 e 4 (114); das quais encontram-
se reduzidos em nosso estudo.

Posteriormente, foi avaliada a expresséao de MHC-1 e MICA/B, observando
a ocorréncia do mecanismo classico de reconhecimento nas linhagens por meio
da reducdo de HLA e aumento de MICA/B, sendo este mais predominante em
células CTC de fendtipo migratério e ameboide por apresentarem aumento de
MICA/B, um dos ligantes para NKG2D. Nossos resultados entram em conflito em
parte com os resultados apresentados por Kaur et.al. (2021), que sugerem
ocorrer menor expressao de MICA/B em CTCs derivadas de CEO, porém apesar
da diferenca na expressdo de MICA/B os autores observaram maior
citotoxicidade direta de NK para com as CTCs, neste estudo 0s autores sugerem
gue a atividade de NK pode ser alterada frente ao grau de diferenciacédo de seu
alvo (115). A diferenca do comportamento de NK pode ser relevante para o
desenvolvimento de futuras terapias alvo para tumores com aumento de uma
subpopulacao especifica.

Realizamos um ensaio de citotoxicidade no qual as células NK92-Ml
foram cultivadas no meio onde células tumorais foram cultivadas previamente e
observamos um fendmeno de inibicdo da atividade citotéxica de NK92-Mi
mediado por fatores presentes no meio de cultura condicionado. Considerando
nossos resultados obtidos previamente sob a reducdo de ULBPs em células
ameboides, seria possivel sugerir que as células tumorais liberam formas
sollveis de ULBPs que poderiam reduzir a atividade de NK por inibicdo do
reconhecimento de NKG2DLs, uma vez que neste ensaio o alvo de NK,
nomeadamente K562, representa uma célula negativa para HLA-I e HLA-II
(MHC-I, MHC-II), com seu reconhecimento sendo realizado por meio de ULBPs
(114).

Além do mais, as células tumorais de CEO podem secretar fatores
imunosupressivos no microambiente tumoral; por meio da modulacdo de
prostaglandina E2 (PGEz), TGF[3, IL-10 os receptores naturais de citotoxicidade
de NK sé&o bloqueados, IL-6 secretado promoveria interferéncias na sinalizacédo
cruzada de IFN-y, que subsequentemente induz a diferenciacdo do perfil Th2 em
células T presentes, inibindo a maturagéo de células dendriticas (116).

Com base nestes resultados, foi avaliada a citotoxicidade direta das

células da linhagem NK92-MI nas linhagens Cal e Luc4. As células da linhagem



79

Cal apresentaram-se evidentemente mais resistentes em comparacao as
células da linhagem Luc4 ap0s a co-cultura com diferentes concentracdes célula
efetora:alvo. As células da linhagem Cal apresentaram sinais de morte apés 4
horas, gradativamente elevado com o tempo e concentracdo de NK e em 24
horas células viaveis ainda foram observadas. Todavia, na linhagem Luc4, apos
24h, independentemente da proporcdo célula efetora:alvo utilizada, as células
foram mortas pela atividade citotoxica das células da linhagem NK982-MI. Seria
possivel sugerir que a diferenca observada entre as populacdes ocorreu pela
diference de subpopulacfes presentes em cada linhagem, na qual as células
Cal apresentam-se mais diferenciadas, com aumento de populacdes
CD44Mdh/ESANh quando comparado com as células Luc4 que apresentam
aumento da subpopulagédo de perfil mesenquimal e migratério CD44"M"/ESAlow,

Nosso resultado entra em acordo com os resultados descritos na
literatura (113, 117, 118); nos quais foi observado uma maior citotoxicidade das
células NK contra células com perfil tronco e mesenquimal acentuado, bem
como, as células NK foram mais citotdxicas contra CT de polpa e células-tronco
embrionarias, demonstrando uma maior afinidade desta célula para células
tronco (113, 117).

A acdo de NK mediou reducado da capacidade tronco das linhagens de
CEO, apo6s o co-cultivo por 4 horas, foi observado alteracdo na propor¢cao de
subpopulacdes na linhagem Cal, houve reducdo da subpopulacéo
CD44Mgh/ESANh - completa eliminacdo da subpopulacdo CD44MdWESAlw e
aumento de diferenciacdo celular para a subpopulacdo ndo-tronco CD44'ow,
Avaliando as capacidades tronco desta linhagem, foi notado reducéo significante
de sua capacidade clonogénica e de formacédo de esferas tumorais.

Jewett e Tseng (2013) propuseram que 0 microambiente tumoral é capaz
de modelar a funcéo e fenétipo das células NK, bem como as células NK s&o
capazes de induzir a diferenciacéo de células tumorais (119). Nossos resultados
vao de acordo com o fenbmeno proposto, seria possivel que células NK atuem
tanto no reconhecimento de CTCs quanto no controle da expansdo desta
populacdo, mediando controle local apds a realizacdo de um determinado
tratamento, possivelmente atuando diretamente no controle de metastase (120).

E possivel que as NK tenham maior predisposic&o ao reconhecimento das

células de perfil migratério e ameboide devido a um aumento da expresséao de
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MICA/B em conjunto a reducéao de HLA. Em relacdo aos ligantes NKG2D, nao
foram observadas diferencas na expressao dos ligantes entre as populacdes
migratorias e epiteliais, porém foi observado uma reducdo de ULBP2 e ULBP4
para as populacdes ameboides que poderia contribuir para a maior sensibilidade
desta populacao para o ataque de NK.

As células de perfil migratorio elevam o risco de metdstases no CEO (26)
neste contexto, as NK seriam células recomendadas para terapias com a
finalidade de tratar tumores com aumento de CTC de maior perfil migratério,
mesenquimal ou metastaticos, sendo recomendado o acompanhamento para
uma possivel inducdo de um estado tolerante de NK mediado pelas mesmas.

A TFD pode promover modificacdes no sistema imunoldgico de forma
inversamente correlacionada com a exposicdo radiante administrada, como
descrito por Gollnick e Kousi (98, 121). Ao se utilizar altas doses de TFD o dano
vascular resultante pode limitar a permeabilidade celular do infiltrado inflamatorio
no tecido alvo com subsequente perda de imunidade e doses baixas promovem
maior penetracdo do infiltrado inflamatério e consequente reconhecimento do
alvo (100). Além do mais, a densidade do tumor pode afetar a energia
administrada, sendo preconizado o estudo do efeito de baixas-doses para que
possam ser analisados os fendbmenos em casos mais avangados (122).

A atividade citotéxica esperada a ser desencadeada por TFD nos tumores
€ dependente de sua capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio,
conforme observado por Zhao et. al. (2011), baixas doses sdo capazes de
estimular maior atividade mitocondrial que resulta na liberagcdo de espécies
reativas de oxigénio e apoptose celular, ambos perdidos quando altas doses sao
administradas (123).

A viabilidade de CEO foi modulada de forma que o0 aumento da dose levou
a uma maior lise celular. Observou-se que com 1,5J/cm? a viabilidade é afetada,
e ao aumentar o tempo de irradiacdo, a energia elevada exibe aumento da
citotoxicidade de 5-ALA com excecéo do grupo TFD 9J/cm?, o qual a viabilidade
reduzida apresentou-se inferior ao grupo 6J/cm2. Ma et.al (2020) observam de
forma similar que o aumento da dose correlaciona-se com o aumento da morte
apos 5-ALA-TFD em células derivadas de CEO (124).

Em relacdo ao grupo LED, no qual as células ndo foram inoculadas com

5-ALA, a fotobiomodulagdo modulou negativamente a viabilidade do CEO com
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3J/cmz2. Previamente nosso grupo de pesquisa observou reducédo de viabilidade
do CEO modulada apés a fotobiomodulacdo de Cal com 6J/cm?, da qual
reducdo de viabilidade foi acentuada apos trés irradiacdes (125).

Nossos resultados demonstram que a morte celular € exacerbada com o
aumento da energia radiante e/ou tempo. A morfologia celular apresenta sinais
caracteristicos de necrose celular, com o rompimento da membrana e
extravasamento do contetdo citoplasmatico para os grupos TFD 12J/cm?,
15J/cm2 e 18J/cm2. Conforme observado previamente, a intensidade do dano
promovera alteracdes nos mecanismos de morte desencadeados apos a TFD
(41, 43).

Resultados preliminares de nosso grupo mostraram que a TFD mediada
por 5-ALA foi capaz de induzir morte celular em diferentes densidades de energia
(3 2 9J/cm?), sendo 6J/cmz2 capaz de inibir a migracéo celular por meio do ensaio
de fechamento de ferida, reducédo da populacéo epitelial (CD44MI"ESANIN) que
apresentou reducado em sua capacidade formadora de colbnia e esfera com o
aumento de células nédo-tronco (CD44'°%). Yu et.al. (2014) demonstrou que TFD
mediada por 5-ALA modulou negativamente as CTCs por meio da supressao da
populacdo ALDH1+, que por conseguinte exibiu reducdo em suas capacidades
formadoras de esfera e reducéo nos niveis genéticos de Nanog e Oct4 (62).

Nossos resultados obtidos ap6s 5-ALA-TFD nos grupos 1,5J/cm2 e 3J/cm?
demonstram que a TFD ndo promoveu alteracfes na expressdo de HLA-ABC
nas populacdes de CTC derivadas do CEO, outro estudo que observou um
fendmeno similar foi desenvolvido por Belicha-Villanueva e colaboradores, no
qual apenas in vivo foi possivel observar o aumento de MICA apds TFD mediada
por HPPH (95).

No estudo desenvolvido por Park e colaboradores, a TFD mediada por
HPD 10J/cm? irradiadas por uma lampada branca por um periodo de trés
minutos, foi capaz de estimular a expressdo de ULBPs e MICB de células
derivadas de tumores estomacais e pulmonares in vitro, de forma que a
citotoxicidade de NK foi dependente da atividade destes ligantes (94).

E possivel que ndo observamos reducdo dos mecanismos de
reconhecimento de NK apés a TFD devido a auséncia de outras células
participantes do microambiente tumoral. A TFD promove estimulagdo em cadeia

do sistema imunolégico por meio da morte imunogénica (77); a qual apresenta-



82

se como uma limitagdo em nosso estudo in vitro, devido ao mecanismo limitado
a interacdo de NK com o CEO. Belicha-Villanueva observou alteragées de MICA
in vivo com uma fluéncia de 100J/cm?, enquanto in vitro ndo foram observadas
alteracdes de MICA apos a irradiacdo com uma fluéncia de 0.2 a 1J/cm2 (95).

Estes resultados séo interessantes levando em consideracdo que HLA
ndo é apenas reconhecido por NK, o complexo de histocompatibilidade séo
moléculas reconhecidas por macrofagos, células T CD4+ e CD8+ (126), além de
que células NK e células T sado fundamentais para o controle local do tumor de
forma conjunta (75). A TFD pode promover o efeito citotdéxico ao tecido alvo sem
comprometer a atividade de reconhecimento de NK, e possivelmente de outras
populacdes celulares da imunidade.

Seguindo este ponto, a TFD mediada por CAGE (derivado de clorina e6
carregado com complexo imunoterapéutico GpG, (Ce6)-doped-azobenzene-
glycol chitosan (GC)-PEG mesoporous silica nanoparticle), foi capaz de
promover o recrutamento e maturacéo de células dendriticas in vivo, em tecidos
com alto nivel de hipoxia, apos o tratamento o nivel de MHC-II foi elevado no
grupo conjugado com 100% de sobrevivéncia dos animais ao termino do estudo,
diferentemente dos animais apenas tratados com a TFD que apresentaram 40%
de sobrevida (127).

Nossos resultados demonstram que o meio condicionado de células
tumorais nao foi capaz de inibir ou alterar a acao citotéxica de NK apds seu
contato prolongado por meio do cultivo em meio condicionado apés a TFD. Seria
possivel sugerir que células submetidas a TFD mediada por 5-ALA néo liberam
fatores que poderiam afetar a acdo de NK. Adicionalmente, o cultivo de NK em
DMEM/F12, diferente do padronizado, por 24 horas ndo afetou sua atividade.
Um estudo recente avaliou a possibilidade de cultivar células NK-92 em meio
RPMI devido aos altos custos do meio padronizado, e observou que esta célula
nao apresenta sua capacidade citotoxica afetada sob condi¢cdes de cultura
alteradas (128).

Desta maneira, ndo observamos alteracdes mediadas diretamente pela
TFD dentro dos parametros avaliados, mas sim pelo meio condicionado com
fatores excretados pelas células tumorais. Compreender os mecanismos de

escape envolvidos na inibicdo do sistema imunologico mediado por CTC e
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terapias que contornem esta resisténcia sdo fundamentais para futuras

pesquisas.
7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, chegamos as seguintes

conclusdes:

Células NK92-MI apresentam fendétipo CD45*CD3-CD56* com expressao
dos receptores NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46.

Foi identificado uma subpopulacdo ameboide no CEO, caracterizada pela
expressdo de CD44"I"/ESAY hem como expresséo genética elevada de
RTN1, HOPX e reducdo de CLGB e CTN1, conferindo maior capacidade
metastatica.

As subpopulagdes CTC epiteliais (CD44"9"/ESAMNIY e mesenquimais
(CD44Nah/ESAOW) apresentam variacdo na expressdo dos ligantes
ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, MICA/B e HLA para o receptor NKG2D;
populacdes ameboides apresentam reducdo de ULBP1, 2 e 4, HLA e
aumento de MICA/B.

A capacidade citotoxica da linhagem NK92-MI foi maior nas células com
perfil ameboide.

A citotoxicidade das células da linhagem NK92-MI em K562 foi inibida
guando NK92-MI foram cultivadas com meio condicionado provindo de
células tumorais.

O co-cultivo de NK92-MI mediou reducdo da capacidade tronco de Cal,
por meio da reducdo de populacdes CTC epiteliais (CD44Mah/ESAhigh),
inibicdo de populagdo mesenquimais (CD44"9"/ESAOW) expansdo da
populacdo ndo-tronco (CD44'°%), reducdo de capacidade clonogénica e
formadora de esfera.

A TFD mediada por 5-ALA é capaz de promover morte celular no CEO,
sendo esta crescente com 0 aumento da exposicdo radiante. O LED é
capaz de modular a viabilidade do CEO no grupo 3J/cmz.

A capacidade citotoxica de NK92-MI ndo é afetada pela TFD em
condicOes de sub dose, nos parametros avaliados de 1,5J/cm2 e 3J/cmz2.
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Abstract

This narrative review aimed to evaluate the effectiveness of PDT in early or advanced squamous cell carcinoma of the head
and neck (SCCHN). Scopus, MEDLINE/PubMed. and Embase were searched electronically following the PRISMA protocol.
Quality assessment was performed according to JBI, NIH. and AMSTAR protocols. The main outcomes evaluated were
treatment response, recurrence, survival, and adverse effects. A total of 49 articles met the search criteria: 43 case series, two
cohort studies, two prospective before-after clinical trials, one systematic review, and one meta-analysis. Data from 2121
SCCHN patients were included. The response to PDT was variable according to the type of photosensitizer, tumor location,
and tumor stage. In general, higher complete responses rated were observed in T1/T2 SCCHN, mainly with mTHPC-mediated
PDT. With regard to T3/T4 or advanced SCCHN tumors, there is no compelling evidence suggesting the effectiveness of PDT.
Any adverse effects reported were well tolerated by patients. The present review suggests that PDT 1s a promising treatment
modality for early-stage SCCHN. Although there are limitations due to the low level of evidence of the included studies,
we believe that the present review could help to design robust clinical trials to determine the efficacy of PDT in SCCHN.

Keywords Squamous cell carcinoma of the head and neck - Oral cancer - Photodynamic therapy, Tumor response -
Photosensitizer



