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RESUMO

IL-33 participa em diversas doengas com fungdes proé-inflamatorias e protetoras, de acordo
com o contexto do microambiente. Com relacdo a biologia tumoral, o papel de IL-33 ainda ¢
controverso. Estudos demonstraram que IL-33 possui efeitos pro e anti-inflamatdrios em
diferentes modelos animais de cancer. A presenca desta citocina no estroma favorece a
imunossupressao pela ativacdo de células T reguladoras e células mieloides supressoras. IL-
33 pode em outras situagdes promover a imunogenicidade e a resposta imune antitumoral de
tipo 1 através das células T citotoxicas e células Natural Killers. Contudo o efeito preciso de
IL-33 em diferentes tipos de cancer permanece incerto. Sendo assim, compreender o papel de
IL-33 na imunobiologia do cancer, poderia direcionar esta citocina como um possivel alvo em
imunoterapias contra o cancer. Considerando, portanto, a pluralidade desta citocina no
desenvolvimento de uma resposta imune, no presente estudo buscamos avaliar os efeitos do
tratamento com anti-IL-33 em modelo experimental de carcinoma espinocelular de pele em
camundongos BALB/c de linhagem selvagem. Ao final dos protocolos de inducdao e
tratamento, a analise histopatologica revelou que o tratamento com anti-IL-33 levou a menor
incidéncia de carcinoma espinocelular in situ e diminuigdo das atipias celulares e,
consequentemente, do grau de displasia. O tratamento com anti-IL-33 levou a aumento nos
percentuais de células B e diminui¢do nas percentagens de linfocitos T CD4", células
dendriticas, células Trec e macrofagos isolados do microambiente tumoral. Ademais, o
tratamento com anti-IL-33 levou a aumento na percentagem de linfocitos T CD4" produtores
de IFN-y e menor percentagem de linfocitos T CD4" ¢ CD8" produtores de IL-4 nos
linfonodos. Em camundongos submetidos ao tratamento, observou-se menor producdo de
TGF-B no microambiente tumoral, sem interferir de modo significativo com a produgdo de
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17. Os nossos resultados indicam que o tratamento com anti-IL-33
poderia ser alvo de novos estudos em busca de estratégias terapéuticas para o carcinoma

espinocelular de pele.

Palavras-chave: Interleucina-33; Carcinogénese quimica; anti-IL-33; Imunologia tumoral.






ABSTRACT

IL-33 in Squamous Cell Carcinoma

IL-33 participates in several diseases with pro-inflammatory and protective functions,
according to the context of the microenvironment. Related to tumor biology, the role of 1L-33
is still controversial. Studies have shown that IL-33 has pro and anti-inflammatory effects in
different animal models of cancer. Its presence in the stromal and tumor serum increases the
immunosuppression by the activation of regulatory T cells and myeloid-derived suppressor
cells. On the other hand, the intracellular form in tumor cells promotes immunogenicity and
the antitumor type 1 immune response through cytotoxic T cells and natural killer cells.
However, the precise effect of IL-33 on cancer conditions remains uncertain. Thus,
understanding its role in the immunobiology of cancer could target this cytokine as a marker
in cancer immunotherapies. Considering, the range of IL-33 in the development of an immune
response, this study aims to evaluate the effects of the anti-IL-33 treatment on wild type
BALB/c mouse squamous cell carcinoma (SSCC) development. Histopathological analysis
revealed that anti-IL-33 treatment decreased the dysplasia. In addition, anti-IL-33 treatment
showed an increasing percentage of B cells and reduced the percentage of CD4" T
lymphocytes, dendritic cells, Trec cells and macrophages in the tumor microenvironment. In
the lymph node, anti-IL-33 treatment induced a shift towards the Tul type cytokine profile
and reduced the percentage of IL-4 expressing CD4" and CD8" cells. Additionally, anti-IL-33
treatment showed a reduced TGF- production in the tumor microenvironment, but with no
changes to the IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 production. Taken together these results indicate
that anti-IL-33 treatment could be the subject of further studies of therapeutic strategies for

squamous cell carcinoma of the skin.

Key words: Interleukin-33; Chemical carcinogenesis; anti-IL-33 treatment; Tumor

immunology.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O cancer de pele, incluindo tumores de pele melanoma e nao melanoma ¢ o tipo
de cancer que mais afeta a populagdo caucasiana (APALLA et al., 2017). Todavia, o cancer
de pele ndo melanoma ¢ mais incidente que o melanoma e suas taxas de morbidade
aumentaram nos ultimos anos, se tornando um problema de saude de publica (DIEPGEN;
MAHLER, 2002). De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Cancer), o cancer de pele
ndo melanoma ¢ o mais frequente no Brasil, correspondendo a 30% dos casos de tumores
malignos no pais, com estimativa de 165.580 novos casos em 2018, sendo 85.170 homens e
80.410 mulheres (RIO DE JANEIRO, 2018). Os tipos mais comuns de cancer de pele ndo
melanoma sdo o carcinoma de células basais (CCB) e o carcinoma espinocelular (CEC).
Ainda, a incidéncia de cancer de pele ndo melanoma aumenta com a idade, sendo que 80%
dos casos sao observados em individuos acima dos 60 anos (MADAN; LEAR; SZEIMIES,
2010). Em comparagdo ao carcinoma de células basais, o carcinoma de células escamosas,
também conhecido como carcinoma espinocelular, apresenta maiores taxas de crescimento,
desenvolvimento invasivo e metastase, sendo responsavel por 75% das mortes por cancer de
pele ndo melanoma, com indices de metéstase variantes entre 0,1-9,9%. (ALAM; RATNER,
2001; LEITER; GARBE, 2008).

O carcinoma espinocelular ¢ caracterizado pela proliferacao atipica de células da
camada espinhosa da epiderme, denominadas queratindcitos, e atinge principalmente regides
corpéreas comumente expostas a radiacdo solar, sendo a regido de cabeca e pescoco
correspondente a 55% dos casos (DIEPGEN; MAHLER, 2002). Tratando-se da regido de
cabeca e pescogo, existem ainda outros fatores que podem levar ao desenvolvimento de lesdes
tumorais, como por exemplo, histérico de tabagismo, etilismo, deficiéncias no suprimento de
vitaminas e minerais e infecgdes virais por HPV (Human Papillomavirus) e EPV (Epstein-
Barr virus) (DOTTO; RUSTGI, 2016). Além disso, a presenga de lesdes precursoras, como
por exemplo, queratoses actinicas (AK), doenca de Bowen e recorréncia de cancer de pele nao
melanoma, podem levar ao desenvolvimento de carcinoma espinocelular de pele (MARCIL;
STERN, 2000; ROWERT-HUBER et al., 2007).

Sabe-se que o desenvolvimento da maioria dos canceres ¢ influenciado por fatores
de risco individuais, incluindo o ambiente, estilo de vida e fatores genéticos como
predisposi¢do genética e aquisicdo de mutagdes randomizadas (WODARZ; ZAUBER, 2015;
WIDSCHWENDTER et al., 2018), e cerca de 90% dos canceres sdo causados pela

combinagcdo de mutacdes somaticas e fatores ambientais, que desencadeiam ativagdes ou
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inativagdes inapropriadas de genes especificos que levam a transformacdo neoplésica
(ANAND et al., 2008).

Principal causa de surgimento de cancer de pele, a radiacdo ultravioleta (UV)
causa mutacdes no gene supressor de tumores 7P53 e o oncogene RAS, em sua maioria no
subtipo Harvey-ras (Ha-ras) (BOUKAMP, 2005). Contudo, mutagdes na proteina Ha-Ras sdo
raras em carcinoma espinocelular de pele humano e 90% dos carcinomas espinocelulares
humanos apresentam mutagcdes na proteina p53 (BRASH, 2006; BENJAMIN;
ANANTHASWAMY, 2007; SCHWARZ; MUNZEL; BRAEUNING, 2013). A exposicio a
raios ultravioleta do tipo B (UV-B) ¢ mais mutagénica quando comparada a exposi¢ao a UV-
A, por causar danos diretos ao DNA e RNA, porém ambas podem causar a inativagao de
TP53, levando a carcinogénese em canceres de pele ndo melanoma (GIGLIA-MARI;
SARASIN, 2003; RIDLEY et al., 2009). Em queratindcitos, a mutagdo na proteina p53 torna
estas células resistentes a apoptose, possibilitando a expansdo clonal (MADAN; LEAR;
SZEIMIES, 2010). Além dos fatores ja descritos, a ativacdo da telomerase também ¢
importante na patogénese de carcinoma espinocelular (BOLDRINI et al., 2003). Células
neoplasicas que apresentam grande atividade de telomerase, ndo sofrem perda de regides
teloméricas durante a proliferacdo celular, conferindo assim a imortalizacao da célula tumoral
(SHAY; WRIGHT, 1996).

Sabe-se ainda, que as mutagdes somaticas ocorrem e se acumulam a uma taxa
significativamente maior nas células neoplasicas quando comparadas as células nao alteradas
e esta capacidade de acumular mutagdes ¢ fundamental para o desenvolvimento do cancer
(MARTINCORENA; CAMPEBELL, 2015). Tais mutagdes podem ser causadas por defeitos
na regulagdo do ciclo celular, apoptose, vias especificas de reparo de DNA, ou DNA
polimerase propensas a erros € podem ter sua origem em defeitos genéticos hereditarios que
tornam sujeitos propensos a canceres especificos (AMBASTA, 2015). Desta forma, as células
neoplésicas apresentam caracteristicas especificas que as diferenciam das células nao
alteradas.

De acordo com a Organizagao Mundial da Satide (OMS), a displasia epitelial ¢
caracterizada pela presenga de variagdes na estrutura das camadas que compde o epitélio,
denominadas distirbios arquiteturais, somadas a variagdes morfoldgicas nos queratinocitos,
denominadas atipias celulares (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005). A partir da
observagao destas caracteristicas, ¢ possivel classificar o grau de displasia em lesdes de baixo
e alto risco (KUJAN et al., 2006) ou ainda em displasia discreta, moderada e intensa de

acordo com o proposto pela OMS. E sugerido que a classificagdo da lesdo seja estabelecida
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pela caracterizacao do local onde sdo encontrados maiores nimeros de distirbios arquiteturais
e atipias celulares (WARNAKULASURIYA, 2001), pois a exposigdo a fatores
carcinogénicos, pode levar a formacao de diversas lesdes, inclusive com diferentes graus de
displasia, em um mesmo tecido (WARNAKULASURIYA, 2001).

As alteragdes apresentadas por células neoplédsicas podem gerar antigenos que sao
reconhecidos pelo sistema imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Células
neoplasicas podem apresentar antigenos especificos, que nao sdo expressos por células nao
alteradas, ou ainda, antigenos associados a tumores, que sdo encontrados em células ndo
alteradas, entretanto as células neoplasicas possuem uma expressdo exacerbada ou
desregulada destes antigenos (COULIE et al., 2014). No entanto, existem tumores pouco
imunogénicos, ¢ o sistema imune do hospedeiro pode ndo os reconhecer ou atuar, o que
favorece o desenvolvimento tumoral, corroborando com a teoria da imunoedic¢do,
compreendida em trés fases: eliminacdo, equilibrio e escape (DUNN; OLD; SCHREIBER,
2004).

A fase de eliminacdo estd de acordo com a teoria da vigilancia imunoldgica
(BURNET, 1971). Nesta fase, as respostas imunes inata e adaptativa, conseguem detectar as
células neoplasicas e destrui-las, antes que o tumor se torne clinicamente detectavel
(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). Células natural killers (NK), NK/T, células T gamma-
delta (Tyd) e macrofagos sdo recrutadas para o local de desenvolvimento tumoral devido a
angiogénese e o crescimento invasivo do tecido tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Entretanto, tumores possuem uma heterogeneidade de tipos celulares, com padrdes varidveis
de mutagdes genéticas, alteracdes epigenéticas e expressdo génica, mesmo dentro de grupos
histologicamente homogéneos (FEINBERG et al., 2006). Sendo assim, as células malignas e
pré-malignas podem resistir a fase de eliminagdo e entrar na fase de equilibrio, na qual as
células da resposta imune atuam contra as células neoplasicas, sendo capaz de controla-las,
porém, ndo conseguindo elimina-las totalmente (AGUIRRE-GHISO, 2007).

A fase de equilibrio ¢ a mais longa do processo de imunoedi¢ado e pode durar anos
(DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Considerando-se esta longa duragdo, a resposta do
sistema imune contra os diferentes fenotipos de células neoplésicas pode levar a selecao de
células com maior instabilidade genética e continuamente sujeitas a mutagdes, o que permite
que estas células desenvolvam mecanismos que reduzam sua imunogenicidade, e as tornem
resistentes a resposta imune (KOEBEL et al., 2007). Sendo assim, estes fenotipos poderdo
aumentar suas taxas de divisdo e crescimento, levando a terceira fase, conhecida como fase de

escape (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004)
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No escape as células neoplasicas selecionadas na fase de equilibrio podem se
dividir, uma vez que passam por alteragdes que permitem nio serem reconhecidas pelo
sistema imune, como por exemplo, a perda da expressdao de moléculas de complexo principal
de histocompatibilidade (MHC do inglés, major histocompatibility complex) e a nao
sensibilidade a Interferon-gama (IFN-y do inglés, Interferon-gamma) ou por apresentarem
falhas nos seus receptores de apoptose ou expressao de sinais anti-apoptoticos (DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004). Desta forma, células neoplasicas podem escapar dos mecanismos que o
sistema imune desenvolveu na fase de eliminacao para combate-las, e podem ainda, direta ou
indiretamente, impedir o desenvolvimento de resposta imune antitumoral pela producao de
citocinas imunossupressoras, como por exemplo, interleucina-10 (IL-10) e fator de
crescimento tumoral-beta (TGF-B do inglés, tumor growth factor-beta) ou pela ativacao de
células reguladoras (Trec do inglés, regulatory T cells) (KHONG; RESTIFO, 2002).

Propde-se que a infiltragdo de células imunes, possui papel fundamental na
tumorigénese, de forma que o infiltrado inflamatério pode corresponder por até 50% da massa
tumoral (MANTOVANI et al., 2008; SICA; ALLAVENA; MANTOVANI, 2008). Estudos
em diferentes tipos de tumores tém demonstrado que as neoplasias sdo infiltradas por
populacdo heterogénea de células do sistema imune, constituida de diferentes propor¢des de
células NK, macrofagos, linfocitos T CD4" e CD8", e linfocitos B (AALTOMAA et al., 1992;
CAMP et al., 1996). O perfil de células do sistema imune infiltradas no microambiente
tumoral pode variar de acordo com o tecido ou 6rgdo afetado, bem como pelo estagio de
desenvolvimento tumoral (MANTOVANI et al., 2008; RUFFELL et al., 2012); e o infiltrado
inflamatorio peri ou intratumoral também pode, direta ou indiretamente, prover a producao de
mediadores de crescimento, interleucinas e quimiocinas que estimulam a proliferacdo de
células neoplasicas e de células presentes no estroma tumoral (BALKWILL; CHARLES;
MANTOVANI, 2005).

No que concerne a imunidade inata, os macrofagos, denominados macrofagos
associados ao tumor (TAMs do inglés, tumor-associated macrophages), sao as principais
células presentes no microambiente tumoral (NOY e POLLARD, 2014). A presenga de
macrofagos no microambiente tumoral ¢ considerada um dos hallmarkers da inflamagao
associada ao tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2011), e a maior densidade de macrofagos,
na maioria dos tumores, estd associada ao aumento da angiogénese, metdstase e mal
prognostico (BINGLE; BROWN; LEWIS, 2002). Contudo, os macrdéfagos associados ao
tumor também podem atuar em respostas anti-tumorais de acordo com os estimulos

oferecidos pelo microambiente tumoral (SICA; MANTOVANI, 2012).
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Os macrofagos associados ao tumor secretam uma variedade de mediadores pro-
angiogénicos, como por exemplo, fator de crescimento endotelial vascular-A e C (VEGF do
inglés, vascular endothelial growth factor), metaloproteinases 1 ¢ 7 (MMPs o inglés,
metalloproteinases), 1L-8 e o fator de crescimento epidérmico (EGF do inglés, epidermal
growth factor) estimulando o aumento no numero de vasos sanguineos e linfaticos
(MANTOVANI et al., 2002; MURDOCH; LEWIS, 2005; BINGLE et al., 2006; LIN et al.,
2006; MURDOCH et al., 2008). Este processo de formac¢ao de novos vasos, favorece o
crescimento tumoral, a migragdo de células neoplésicas para outros tecidos e a migracdo de
células imunes para o tecido neopldsico (FOLKMAN, 2003; TENG et al., 2015). TAMs
podem ainda favorecer a migracao de células neoplasicas pela produgdo de osteonectina que
aumenta a interacdo das células tumorais com a matrix extracelular (SANGALETTI et al.,
2008); pela liberagdo de proteases que remodelam a matrix extracelular e liberam fatores de
crescimento (LAOUI et al., 2011; QUAIL; JOYCE, 2013); e pela liberacdo de TGF- que
promove a transi¢ao epitélio mesenquimal das células tumorais (BONDE et al., 2012).
Também, a producdo de VEGF e fator estimulador de migracdo (MSF do inglés, migration-
stimulating factor) por macrofagos, recruta monoécitos para o microambiente tumoral
(SOLINAS et al., 2010).

Os macrofagos presentes no tumor podem ainda expressar diversos receptores €
produzirem citocinas, quimiocinas € enzimas que inibem a resposta antitumoral mediada por
células T CD4" ¢ T CD8" (NOY; POLLARD, 2014). TAMs expressam PD-L1, PD-L2,
ligantes de PD-1 (do inglés, programmed death 1) e B7-1 e B7-2, ligantes de CTLA-4 (do
inglés, cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4), receptores altamente expressos nas
células T efetoras, e a interagao destas moléculas leva a inibi¢do da atividade citotoxica das
células T efetoras (LOKE; ALISSON, 2003; GREEWALD; LATCHMAN; SHARPE, 2002).
Quanto as citocinas, TAMs secretam IL-10 e TGF-B, que modulam as fun¢des das células T,
uma vez que inibem a citotoxidade de células CD8" e/ou estimulam a expressdo de FOXP3
(do inglés, factor forkhead box protein P3) em células TCD4", conferindo a estas um fendtipo
de célula T reguladora (KRYCZEK et al., 2006). Além disso, IL-10 promove a inibi¢do da
diferenciagdo e maturacdo de células dendriticas, principais células apresentadoras de
antigenos (VICARI; TRINCHIERI, 2004). TAMs secretam quimiocinas como CCL5, CCL20
e CCL22 que recrutam células T reguladoras para o microambiente tumoral (ADEEGBE;
NISHIKAWA, 2013).

Os mecanismos de TAMs que envolvem enzimas estdo correlacionados com a

capacidade destas células de secretarem 6xido nitrico sintetase (NOS do inglés, Nitric-oxide
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synthase) e arginase de tipo I, que processam a L-arginase presente na cadeia TCR-(, do
receptor de TCR, necessario para o desenvolvimento das funcdes efetoras das células T,
impedindo sua re-expressdao (RODRIGUEZ et al., 2004). Ainda, TAMs podem recrutar
neutrofilos para o tecido neoplésico, que na presenca de TGF- desenvolvem uma resposta
pré-tumoral, também pela expressao de arginases (FRIDLENDER; ALBELDA, 2012).

Entretanto, conforme dito anteriormente, apesar da maior concentragdo de TAMs
estar associada, na maioria dos canceres com a progressao tumoral, os macréfagos também
podem, direta ou indiretamente, estimular uma resposta antitumoral (SICA; MANTOVANI,
2012). Isso ocorre porque macrofagos liberam fator de inibicdo de migragdo de macrofagos
(MIF do inglés, macrophage migration inhibitory factor) que além de suprimir a migracao de
leucocitos para o microambiente tumoral, estimula diversas fungdes em macrofagos, como
fagocitose, promoc¢do de morte de células tumorais e liberacdo de fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a do inglés, tumor necrosis factor alpha) (BINGLE; BROWN; LEWIS, 2002).
Além disso, a presenga de IL-12 e IL-18 no microambiente tumoral promove a produgdo de
IFN-y e IL-2 por macrofagos, que estimulam a proliferagdo e a citotoxidade em células T e
NK, além de promover a diferenciagdo de células T CD4" para o perfil T auxiliar do tipo 1
(Tul do inglés, T Helper 1) (TRINCHIERI, 1998; OSAKI et al., 1999). Ademais, na presenca
IFN-y os macrdéfagos podem ter sua habilidade citotoxica aumentada de diversas formas,
como por exemplo, pela producao de fator de TNF-a, IL-12 e IL-23; pela alta expressao de
intermedidrios toxicos como Oxido nitrico (NO do inglés, nitric oxide) e intermediarios
reativos de oxigénio (ROI do inglés, reactive oxygen intermediates); e pelo aumento da
expressdo de MHC de classe II e moléculas co-estimulatorias, o que potencializa sua fungao
de célula apresentadora de antigenos, favorecendo uma resposta antitumoral pela ativacao de
células T CD4" (MANTOVANI et al., 2004).

Adicionalmente, as células supressoras derivadas do mieldéide (MDSCs do inglés,
Mpyeloid-derived suppressor cells) estdo relacionadas com uma resposta imune pro-tumoral
(GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012). A maioria das MDSCs
exibe morfologia de granuldcitos e expressdo aumentada de iNOS (do inglés, inducible nitric
oxide synthase) e arginase, que inibem a func¢do das células T por meio de mecanismos como,
liberagdo de NO e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés,
reactive oxygen species).

Além disso, as MDSCs também produzem citocinas imunossupressoras, como IL-
10 e TGF-B (GABRILOVICH; OSTRAND-ROSENBERG; BRONTE, 2012). IL-10 restringe

a apresentagdo de antigenos por suprimir a expressao de MHC e moléculas co-estimulatorias
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B7 (MOORE et al., 2001), e pela inibi¢ao da diferenciacdo e maturacdo de células dendriticas,
principais células apresentadoras de antigenos (VICARI; TRINCHIERI, 2004). Com relacdo a
TGF-B, sua presenca no tumor pode estar correlacionada tanto com a supressdo quanto com a
promoc¢ao do desenvolvimento tumoral, uma vez que diversos tipos celulares presentes no
microambiente tumoral respondem a TGF-f (BIERIE; MOSES, 2006b). Em cancer, TGF-3
geralmente estd associado a supressao nos estagios iniciais da tumorigénese ¢ a promogao do
desenvolvimento tumoral em fases tardias, onde esta correlacionado com aumento de
angiogénese, metastase e mal prognostico (ASCOLANI; LIO, 2014; MEULMEESTER; TEN
DIJKE, 2011).

O principal mecanismo de morte das células tumorais por vias especificas
depende da agdo de linfocitos T CD8". Estas células reconhecem e eliminam células malignas
via moléculas MHC de classe I; secretam citocinas como IFN-y; estimulam a imunidade
adaptativa; e podem induzir a morte celular através da ligacdo de receptores de morte celular
como o Fas/FasL, PD-1/PD-L1 ¢ CTLA-4/CD28 (GORELIK; FLAVELL, 2001; DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004; ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006; LIEBERMAN,
2003).

Ademais, considera-se que o principal mecanismo da imunidade a tumores seja
devido a resposta de células T (MANTOVANI et al., 2008). C¢lulas apresentadoras de
antigenos (APCs do inglés, antigen presenting cells) ativam células T naive residentes nos
linfonodos pela apresentagdo de antigenos tumorais, levando a expansdo clonal de células T
efetoras, afim de gerar numeros suficientes de células maduras para eliminar as células
neoplasicas (MELERO et al., 2014). Linfécitos T CD4" reconhecem antigenos tumorais e
podem controlar o desenvolvimento tumoral (BRAUMULLER et al., 2013; TRAN et al.,
2014). Estas células coordenam a resposta imune antitumoral através da producdo de citocinas
que estimulam a diferenciagdo de linfocitos T CD8" e induzem a ativagdo de células da
imunidade inata como os macrofagos através da liberacdo de IFN-y produzido por células T
CD4" Tul (CASERTA; BORGER; ZAMOYSKA, 2012).

Interferon-y ¢ uma citocina que regula a diferenciagdo e a funcdes de diversos
tipos de células, sendo apontada como ativadora de respostas imunes de perfil Tul e inibidor
de Tu2 (AGNELLO et al., 2003). A presenga de IFN-y no tecido neoplasico pode, dentre
outros efeitos, aumentar a expressdo de MHC de classe I, tornando as células neoplasicas
mais imunogénicas e favorecendo a apresentagdo de antigenos tumorais por células

apresentadoras de antigenos. (ZAIDI; MERLINO, 2011). Contudo, caso a apresentagdo de
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antigenos tumorais nao seja acompanhada de sinais de maturacdo adequados, pode-se
desenvolver a anergia de células T, ou ainda ativagdo de células Trec (MELERO et al., 2014).

As células T reguladoras possuem papel crucial na manutencdo da homeostase e
na tolerdncia imunoldgica de todo o organismo, influenciando a atividade de outros tipos
celulares, afim de evitar o desenvolvimento de respostas imunes que possam causar dano ao
proprio (SHEVACH, 2004). Devido as suas caracteristicas imunossupressoras as células Trec
estdo associadas a inibicdo da resposta imune antitumoral (BERENDT; NORTH, 1980;
MELERO et al., 2014). As células Trec tem papel importante na supressdo da imunidade
contra antigenos tumorais especificos, uma vez que nos linfonodos inibem a iniciagdo do
desenvolvimento de resposta imune por células T e, quando no microambiente tumoral,
suprimem a funcao de células T efetoras especificas para os antigenos tumorais (ZOU, 2006).

Estas informacgdes indicam que o microambiente tumoral, compreendido pelos
componentes celulares e ndo celulares, tem papel importante em determinar a progressdo do
tumor (VALKENBURG; de GROOT; PIENTA, 2018). Considerando-se o carcinoma
espinocelular, sabe-se que os queratindcitos secretam diversos mediadores inflamatorios,
como, fatores de crescimento, citocinas € quimiocinas que direcionam a migragdo e
subsequente ativacao dos leucdcitos, muitos dos quais foram implicados como mediadores da
progressdo tumoral em cancer de pele (LUND et al, 2016). Apdés a descoberta da
interleucina-33 (IL-33) como uma nova citocina pré-inflamatéria (SCHMITZ et al., 2005;
CAYROL; GIRARD, 2018), estudos apontaram que inflamac¢do mediada por IL-33 tem papel
no desenvolvimento de cancer, podendo tanto restringir como promover a tumorigénese
(WASMER; KREBS, 2017).

Inicialmente, I1L.-33 foi descrita como um fator nuclear de vasos endoteliais altos
(NF-HEV do inglés, nuclear factor from high endothelial venules) e atualmente sabe-se que ¢
uma citocina pertencente a familia IL-1 e ligante do receptor ST2 que estd associada a
cromatina (BAEKKEVOLD et al., 2003; CARRIERE et al., 2007). As principais fontes de
IL-33 sdo células expostas ao microambiente, como células endoteliais e epiteliais ¢ a sua
expressdo por queratindcitos, células da pele, sugerem que similarmente as IL1s, 1L-33
desenvolve papéis importantes em respostas a injarias e infeccdes (MOUSSION; ORTEGA;
GIRARD, 2008).

Em condi¢des de homeostase, IL-33 ¢ uma molécula predominantemente nuclear,
podendo ser considerada um padrao molecular associado ao dano (DAMP do inglés, damage-
associated molecular pattern), devido a sua alta expressao em tecidos normais, sua atividade

bioldgica de proteina e sua liberagdo para o ambiente extracelular apés injurias mecanicas ou
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morte de células necroticas (CAYROL; GIRARD, 2009; LUTHI et al., 2009; TALABOT-
AYER et al., 2009; PICHERY et al., 2012). O dano tecidual promove a liberacdo de 1L-33
por células epiteliais, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais (KACZMAREK;
VANDENABEELE; KRYSKO, 2013). Sob condi¢des de morte celular e estresse, mediado
por agentes infecciosos, IL-33 pode induzir uma resposta inflamatdria excessiva causando
danos colaterais locais ou sistémicos (LIEW; GIRARD; TURNQUIST, 2016). Sendo assim,
sugere-se que a localizagdo intracelular de IL-33 foi selecionada e mantida durante o processo
evolutivo para regular sua potente atividade pro-inflamatéria (LIEW; GIRARD;
TURNQUIST, 2016).

Quando em ambiente extracelular, IL-33 ¢ uma citocina que exerce seu papel pela
ativacdo de células das respostas imune inata e adaptativa, como por exemplo células
linfoides inatas (ILC2), macréfagos e células Tu2 (GARLANDA; DINARELLO;
MANTOVANI, 2013), e estimula a produgdo de citocinas associadas como por exemplo, IL-
4, IL-5 e IL-13 (GIRARD et al., 2007). Entretanto, dados da literatura evidenciam que a
sinalizagdo mediada pela ligacdo de IL-33 também pode influenciar e o padrao de resposta
imune de Tul (LIEW; PITMAN; MCINNES, 2010).

O receptor ST2, considerado 6rfao até o descobrimento de IL-33 ¢ pertencente a
superfamilia Toll-like/ILReceptor, por possuir uma sequéncia de receptor Toll/Interleucina-1
(TIR, do inglés Toll-Interleukine-1 receptor) caracteristica de todos os receptores desta
familia e a subfamilia IL-I receptor-like e pela composicdo por 3 dominios de
imunoglobulina na por¢do extracelular. Este receptor possui quatro diferentes isoformas, ST2
transmembrana (ST2L), ST2 soluvel (sST2), ST2 variante (ST2V) e ST2 transmembrana
variante (ST2LV) (KAKKAR e LEE, 2008). ST2L ¢ o receptor transmembrana Toll-like
receptor, sua ligacdo a IL-33 resulta na ativagcdo de Fator Nuclear kappa B (NF-kB do inglés,
nuclear fator-kappa B) e proteino-quinases ativadas por mitogeno (MAPK do inglés, mitogen
activated protein kinases), levando a producdo de citocinas associadas a resposta Tu2
(SCHMITZ et al, 2005). sST2, se apresenta como uma forma solivel que perde a expressao
da por¢do transmembrana e o motivo de TIR, e atenua respostas Tn2 (WERENSKIOLD,
1992). ST2V e ST2LV sdo formas variantes de ST2L. ST2V, perde o terceiro dominio de
imunoglobulina, enquanto ST2LV perde a por¢do transmembrana (TOMINAGA et al., 1999;
IWAHANA et al., 2004).

Contudo, importancia da sinalizagcdo via IL-33/ST2L foi muito estudada em
doengas alérgicas, como dermatites e asma, onde estd associada com um padrdo de resposta

imune do tipo Tu2 (MOUSSION; ORTEGA; GIRARD, 2008; XU et al., 2008; PUSHPARAJ,
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2009), e o estudo do papel de IL-33 na resposta imune antitumoral apenas recebeu atencao na
ultima década (LU; YANG; WANG, 2016).

Estudos apontam esta via de sinalizagdo como potencializadora de progressao
tumoral e/ou metéastase em alguns tipos de cancer, como por exemplo, cancer de colorretal,
cancer estomacal, cancer de pulmao de células ndo pequenas e cancer de mama (ZHANG et
al., 2012; HU et al., 2013; LIU et al. 2014; YU et al., 2015; AKIMOTO; TAKENAGA,
2018). Enquanto outros estudos apontam que sinalizacdo IL-33/ST2 esta associada com o
desenvolvimento de respostas antitumorais em cancer associado a infec¢ao por HPV, e
mesmo em modelos experimentais de melanoma, cancer de mama e cancer colorretal (GAO
et al., 2014; VILLARREAL et al., 2014; O’ DONNELL et al., 2016). De acordo com a
literatura, IL-33 apresenta esta dualidade no desenvolvimento de resposta imune anti-tumoral
devido a expressdo do seu receptor ST2L por diversas células do sistema imune (CAYROL,;
GIRARD, 2018).

Em relacdo ao cancer de cabega e pescoco, as evidéncias indicam que expressao
de IL-33 estd associada ao comportamento invasivo deste tipo de tumor (CHEN, et al., 2013).
Dados recentes do nosso grupo demonstraram que a via de sinalizagdo IL-33/ST2 promove o
desenvolvimento de carcinoma espinocelular de pele, indicando que IL-33 poderia ser um
alvo para o tratamento deste tipo de carcinoma (AMOR et al., 2018). Ademais, o tratamento
com anti-IL-33 foi considerado promissor em estudos sobre doencas como lupus, renite
alérgica e asma (LIU et al., 2009; KIM et al., 2012; LI, LIN e ZHENG, 2014) e a dele¢do da
sinalizagdo ST2, aumenta a resposta antitumoral em modelo murino de carcinoma de mama
(JOVANOVIC et al., 2011). Entretanto pouco se sabe sobre o efeito deste tratamento no
desenvolvimento de carcinoma espinocelular. Sendo assim, considerando o papel controverso
de IL-33 no desenvolvimento da resposta imune, o presente estudo teve como objetivo
descrever o efeito do bloqueio de IL-33 em carcinoma espinocelular quimicamente induzido

em camundongos BALB/c.
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2. PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do bloqueio de IL-33 no
desenvolvimento de carcinoma espinocelular induzido quimicamente em camundongos
BALB/c. Desta forma, propde-se:

1. Avaliar o desenvolvimento tumoral ap6s o tratamento com anticorpo
monoclonal anti-1L-33;

2. Avaliar a resposta imune desenvolvida ao final do protocolo de inducao
carcinogénica e tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-33;

3. Fenotipar o perfil do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral em

amostras de lesdes de camundongos induzidos quimicamente ao carcinoma espinocelular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos. Esta pesquisa obteve aprovagdo pela Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru, sob o protocolo de pesquisa 012/2017
(ANEXO A) e foi garantido o bem-estar animal.

3.2. Animais. Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c, fémeas, de 8
semanas, provenientes do Biotério Geral da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram alocados, ao acaso, em gaiolas de polipropileno
e mantidos em condi¢des apropriadas, com livre acesso a dgua e a uma dieta padrao de

laboratorio.

3.3. Carcinogénese quimica. A indugdo da carcinogénese quimica foi realizada
de acordo com o protocolo proposto por Moore et al. (1999). Este processo compreende duas
fases, a fase de iniciagdo e a de promog¢ao. Durante a fase de iniciagdo, o dorso dos
camundongos era submetido a assepsia por alcool 70% v/v e a tricotomia com auxilio de
lamina de barbear. Em seguida, os camundongos recebiam aplicagdes de 25ug de 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA) diluidos em 100uL de acetona, e estas aplicagdes eram
realizadas uma vez por semana, durante trés semana. Na fase de promoc¢do, os animais
receberam 10pug de acetato miristato de forbol (PMA, phorbol-12-myristate-13-acetate)
diluidos em 100puL acetona, trés vezes por semana, pelo periodo de 20 semanas.

Durante todo o periodo experimental, os camundongos foram acompanhados para
a analise macroscopica do desenvolvimento tumoral. As lesdes tumorais foram classificadas
como exofiticas devido a formacdo de protuberincias verrucosas e em endofiticas devido a

internalizacdo das lesdes na pele.

3.4. Tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-33. O tratamento com anti-
IL-33 foi realizado com o intuito de analisar o efeito desta citocina no desenvolvimento de
carcinoma espinocelular. O tratamento foi iniciado na décima sexta semana do protocolo de
carcinogénese quimica, uma vez que 100% dos animais apresentaram lesdes visiveis
macroscopicamente. Com base no protocolo de tratamento, os camundongos foram divididos
em grupos, como segue:

Grupo 1. Camundongos BALB/c que foram submetidos a carcinogénese quimica

e tratados com anticorpo ndo relacionado, anti-IgG [3pug/500ul] (n = 10);
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Grupo 2. Camundongos BALB/c que foram submetidos a carcinogénese quimica
e tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-33 de camundongo [3pug/500ul] (n = 8).

O tratamento foi realizado por via intraperitoneal, uma vez por semana, durante
quatro semanas. O anticorpo monoclonal anti-IL-33 de camundongo ¢ o anticorpo anti-IgG de

camundongo sio provenientes da R&D Systems® (Minneapolis, MN, EUA).

3.5. Eutanasia e coleta de tecidos. Os animais sofreram eutanasia no periodo de
20 semanas apos o inicio da aplica¢do do carcinégeno. A eutanasia foi realizada com o uso do
barbiturico Tiopental Sodico 2,5% (200mg/kg) por via intraperitoneal, associado com
anestésico local (cloridrato de lidocaina na dosagem de 10 mg/kg), de acordo com as
recomendacdes do Procedimento Operacional Padrao (POP - Eutanasia) da Se¢do de Biotério
da Faculdade de Odontologia de Bauru. Apds a confirmacdo do 6bito, o tecido tumoral e
orgdos (rim, baco, figado, coragdo, pulmao e linfonodo), de cada camundongo, foram
removidos cirurgicamente ¢ armazenados em meio RPMI suplementado com soro bovino

fetal (10%).

3.6. Histopatologia. Amostras de tecidos tumoral e de rim, bago, figado, coragdo,
pulmdo e linfonodo foram fixadas em formalina, processadas de acordo com os
procedimentos padrdes para inclusdo em parafina, cortadas a Sum e coradas com
hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas por um patologista que ndo teve acesso a
identificacdo das amostras e pelo autor do trabalho, em microscdpio Optico nas objetivas de
10X, 40X e 100X.

As displasias foram graduadas de acordo com os critérios arquiteturais e
citologicos propostos pela Organizacdo Mundial da Saide em 2005 em: displasia epitelial
discreta, quando na presenca altera¢des arquiteturais limitadas ao ter¢o basal do epitélio,
acompanhado de atipia citoldgica; displasia epitelial moderada, lesdes com alteracdes
arquiteturais se estendendo ao ter¢co médio do epitélio, considerando-se que a andlise do grau
de atipia citologica pode aumentar o grau de displasia; e displasia epitelial intensa: presenga
de alteracdes arquiteturais em mais de dois tergos do epitélio associadas a atipias citologicas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005). De acordo com a OMS séo considerados
distirbios arquiteturais: a estratificagdo irregular das camadas do epitélio; a perda da
polarizagdo das células da camada basal; cristas epiteliais em forma de gota; aumento do
nimero de mitoses; mitoses anormais nas camadas superiores; queratinizacdo precoce de

células individuais, ou seja, disqueratose; e queratinizagdo no interior das cristas epiteliais. As
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atipias celulares sdo: anisonucleose, caracterizada pela variacdo anormal no tamanho do
nucleo celular; pleomorfismo nuclear, ou seja, variagdo no formato do nucleo; anisocitose,
determinada pela variagdo anormal no tamanho da célula; pleomorfismo celular, ou seja,
variacdo no formato celular; propor¢ao nucleo-citoplasma aumentada; aumento no tamanho
do nucleo; presenca de mitoses atipicas; aumento no nimero e tamanho dos nucléolos; e
hipercromatismo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005). Adicionalmente, foram
selecionados trés campos aleatorios na regiao de interesse das lesdes, visando a observagado de
células inflamatorias mononucleares. O infiltrado mononuclear de cada secgdo foi
classificado quanto a intensidade em discreto, moderado ou intenso e de acordo com a

localiza¢ao em difuso, focal ou misto (MANZANO et al., 2010).

3.7. Isolamento de leucocitos do tecido tumoral. Para caracterizagao dos
leucocitos presentes no microambiente tumoral, um fragmento das amostras de tecido tumoral
sofreu a digestdo enzimatica pela incubagdo com 250pg/mL de colagenase, diluida em meio
RPMI incompleto, por 40 minutos a 37°C. Apos este periodo, a amostra foi processada
usando Medimachine (BD PharMingen®), por 4 minutos. A contagem celular foi realizada
sob microscopia de luz e as células utilizadas para a fenotipagem de leucécitos por citometria

de fluxo.

3.8. Isolamento de leucdcitos dos linfonodos. Em capela de fluxo laminar, os
linfonodos removidos cirurgicamente de animais submetidos a carcinogénese quimica foram
processados manualmente com auxilio de pinga em meio RPMI completo. As células
liberadas apos o processo de maceracdo manual foram colhidas e lavadas duas vezes com
RPMI, sendo centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos a 4°C. A contagem celular foi realizada
sob microscopia de luz e as células utilizadas para a fenotipagem de leucécitos por citometria

de fluxo.

3.9. Citometria de fluxo. A citometria de fluxo foi realizada com a finalidade de
caracterizar o perfil do infiltrado inflamatorio no microambiente tumoral e fenotipar os
leucécitos presentes nos linfonodos. Para tal, as células (1x10° células) isoladas como descrito
previamente foram incubadas com soro de coelho por 60 minutos a 4°C para o bloqueio de
ligagdes inespecificas. Posteriormente, dependendo do tipo de populacdo de leucdcitos a ser
analisada, as células foram marcadas com anticorpos especificos conjugados a fluorescéncia

(BD Bioscience®) ¢ incubadas por 1h a 4°C, ao abrigo da luz. Os anticorpos que foram
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utilizados foram: CD3FITC (APA1/1), CD19PE (1D3), CD4PERCP (RM4-5), CDSAPC (53-
6.7), CD25PE (PC61), CD62LPE (DREG-56), CD69PE (H1.2F3), CD11CFITC (B-ly6),
CDI1BFITC (M1/70), LY6PE (AL-21), DCPE (33D1), IL-17PE (TC11-18H10), IL-4PE
(11B11) IL-10FITC (JES5-16E3), IFN-yPE (B27), Para detec¢do de citocinas intracelulares
foram utilizados anticorpos anti-IFN-y (4S.B3), anti-IL-10 (JES3-19F1) e anti-TGF-B
(14132). Como controle foram utilizados os isotipos de camundongos, cabra e/ou coelho.
Apbs a incubagdo, as células foram lavadas, por duas vezes, a 1500rpm durante 10 minutos a
4°C e a leitura realizada em FACS Callibur (BD Immunocytometry Systems®, Franklin
Lakes, NJ). As analises foram realizadas de acordo com os parametros de tamanho (FSC),
granularidade (SCC) e fluorescéncia (FL) pelo programa CELL Quest (BD Immunocytometry
Systems®).

3.10. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas. A
presenca de IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17 ¢ TGF-B no microambiente tumoral foi determinada
por ELISA, utilizando-se kits comerciais (Kit Opteia®, BD Bioscience®) de acordo com as
especificagdes do fabricante. A leitura foi realizada em espectrofotometro (Bio-Rad®, EUA)

a 450nm.

3.11. Analise estatistica. Os resultados foram expressos como média + SD e
percentagem dos resultados obtidos para cada grupo. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o programa Instat (INSTAT software®, GraphPad, San Diego, CA). Valores de

P <0.05 foram considerados com indicativo de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Tratamento com anti-IL-33 diminui o desenvolvimento de carcinoma

espinocelular de pele.

Para analise do efeito de IL-33 na progressao do carcinoma espinocelular de pele,
camundongos BALB/c foram submetidos ao protocolo de carcinogénese quimica. A partir da
15* semana, 100% dos animais apresentavam lesdes tumorais macroscopicamente visiveis
(FIGURA 1A). Em decorréncia do estabelecimento tumoral, a partir da 16" semana os
animais foram divididos em dois grupos, animais tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-
33 (grupo anti-IL-33), e animais submetidos ao tratamento com anticorpo ndo relacionado
anti-IgG (grupo controle) (FIGURA 1B). A partir da 17* semana, que corresponde a segunda
semana do tratamento, a incidéncia de lesdes do tipo papiloma-like mostrou-se menor no
grupo anti-IL-33 quando comparada ao grupo controle, apresentando relevancia estatistica na
19° semana (FIGURA 1C). A analise macroscopica demonstrou que apos o inicio do
tratamento com anti-IL-33 as lesdes apresentaram menor intensidade na coloragdo em
comparac¢do ao grupo controle (FIGURA 1D a G). Ao final do periodo de carcinogénese, os
animais do grupo anti-IL-33 apresentaram tanto lesoes de perfil endofitico (50% dos animais)
quanto lesdes de carater exofitico (50%) (FIGURA 1H). Enquanto que em animais do grupo
controle observou-se o predominio de lesdes do perfil endofitico (70% dos animais)
(FIGURA 1H). Esses resultados sugerem que o tratamento com anti-IL-33 levou a diferencas

no desenvolvimento de lesdes do tipo papiloma-like entre os grupos.

Afim de confirmar as possiveis diferencas quanto a progressao tumoral apds o
tratamento com anti-IL-33, realizamos a analise microscépica das lesdes para avaliar as
alteracdes histopatologicas. Inicialmente analisamos o grau de displasia, de acordo com o
sistema de classificagio de displasias epiteliais proposto pela OMS (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2005). De acordo com esta gradacdo, a maioria das amostras de
animais do grupo anti-IL-33 (50%) apresentou lesdes com discreta displasia, enquanto a
maioria das amostras do grupo controle (44,44%) apresentou lesdes classificadas como
carcinoma in-situ (FIGURA 2I). Adicionalmente, as analises das sec¢cdoes de H&E revelaram
que os amostras de camundongos do grupo controle (animais tratados com anti-IgG)
apresentaram lesdes com intensa displasia (33,33%), enquanto que em amostras de
camundongos submetidos ao tratamento com anticorpo anti-IL-33 ndo se observou este

padrao de displasia (Figura 2I). Ainda, em amostras de camundongos tratados com anti-1L-33
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Figura 1. Tratamento com anti-IL-33 diminui o desenvolvimento de carcinoma
espinocelular de pele. Camundongos isogénicos BALB/c WT foram submetidos ao
protocolo de carcinogénese quimica por 20 semanas (A) Representacdo grafica da
percentagem de animais com tumor ao longo do processo de indugdo carcinogénica. (B)
Esquema ilustrativo do protocolo de tratamento. Os animais foram tratados com iso6topo de
controle [3ug/500ul] (n=10) e anti-IL-33 (n=8) [3ng /500ul] nas semanas 16, 17, 18 ¢ 19. (C)
Representacdo grafica da incidéncia de lesdes papiloma-like ao longo dos periodos de indugao
carcinogénica e tratamento. As barras representam a média SEM. Os dados foram avaliados
pelo teste ANOVA, onde *p<0,05. Fotomicrografias macroscépicas e sem escala de (D ¢ E)
lesdes caracteristicas do grupo controle ¢ (F e G) do grupo anti-IL33. (H) Grafico
representativo dos padrdes de lesdes macroscopicas ao final de 20 semanas de indugdo
carcinogénica.
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Figura 2. Tratamento com anti-IL-33 diminui o desenvolvimento de carcinoma
espinocelular de pele. Apds o periodo de 20 semanas os animais foram eutanasiados e
secgoes de amostras de tumor, de todos os camundongos, foram coradas com H&E.
Fotomicrografias de sec¢des representativas das lesdes de pele de camundongos do grupo
controle em aumentos de 10X (A e C) e 40X (B e D) e do grupo anti-IL-33 em aumento de
10X (E e G) e 40X (F e H). (I) Todas as sec¢des foram pontuadas para avaliar o nivel de
displasia em discreta, moderada, intensa e carcinoma in-situ, de acordo com a classificagdo
proposta pela OMS. (J) Representacdo grafica da classificagdo do infiltrado mononuclear de
cada seccdo, classificadas quanto a intensidade em discreto, moderado ou
acordo com a localizagdo em difuso, focal ou misto.

intenso ¢ (K) de
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também foram observadas lesdes caracterizadas como carcinoma in-situ (25%) e lesdes que
apresentaram displasia moderada (25%). A analise histopatoldgica revelou também menor
frequéncia de alteragdes citoldgicas, como pleomorfismo e mitoses nas camadas superiores do
epitélio, nas seccdes de amostras de camundongos do grupo anti-IL-33 em comparagdo aos
animais do grupo controle (FIGURA 2). Além disso, as alteracdes arquiteturais foram menos
evidentes nas amostras do grupo anti-IL-33 comparando-se com as amostras dos animais do
grupo controle (FIGURA 2). Estes resultados demonstram que houve diferenga no padrao de
desenvolvimento das lesdes tumorais em camundongos tratados com anti-IL-33 em
comparagdo aos animais do grupo controle, indicando que o tratamento com anti-IL-33

diminui a incidéncia de CEC.

Em seguida foi realizada a analise da presenca e localizagdo das células
inflamatérias no microambiente tumoral, através da observacdo de cortes seriados em
microscopia optica. Em amostras do grupo tratado com anti-IL-33, observou-se a presenga de
infiltrado inflamatorio de moderado a discreto e notou-se a presenca de um infiltrado
inflamatorio misto na maioria das amostras (FIGURA 2J e K). As amostras do grupo controle
apresentaram infiltrado inflamatdrio de intenso a discreto, com maioria classificado como
moderado (55,55%) (FIGURA 2J). Quanto a localizacdo as amostras do grupo controle
apresentaram infiltrado predominantemente misto (FIGURA 2K). Esses dados sugerem nao
haver diferencas significativas quanto a intensidade e a localizagdo do infiltrado inflamatorio

entre os grupos estudados.

4.2. Tratamento com anti-IL-33 altera o perfil de resposta imune em

camundongos submetidos a carcinogénese quimica.

Atualmente, sabe-se que IL-33 pode modular a o infiltrado inflamatoério tumoral
para restringir ou promover a tumorigénese em diversos modelos tumorais (WASMER;
KREBS, 2017). Portanto, para avaliar os efeitos do tratamento com anti-IL-33 no
desenvolvimento de uma resposta imune antitumoral, analisamos a percentagem de linfocitos
presentes nos linfonodos de drenagem das lesdes tumorais de camundongos submetidos a
carcinogenese quimica. Nao se observou diferencas quanto a quantidade das populacdes

celulares isoladas dos linfonodos dos animais dos diferentes grupos (dados ndo apresentados).

Sabe-se que células T CD4" podem estar correlacionadas com respostas anti e

pro-tumorais de acordo com seu perfil de ativagdo e expressio de citocinas
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(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Desta forma, buscamos caracterizar os perfis
de produgio de citocinas de linfocitos T CD4" nos linfonodos. De acordo com os resultados, a
percentagem de células CD4'IFN-y" foi significativamente maior em amostras de
camundongos do grupo anti-IL-33 em compara¢do aos animais do grupo controle (FIGURA
3A). A percentagem de células CD4'IL-4" ¢ CD4'IL-10" foi maior no nas amostras de
camundongos do grupo tratado com anti-IL-33 em relagdo ao grupo controle (FIGURA 3B ¢
C), contudo apenas a produgao de IL-4 apresentou relevancia estatistica (FIGURA 3B). Ainda
a marcacdo revelou um pequeno aumento, sem diferencgas estatisticas, na percentagem de
células TCD4 IL-17" no grupo tratado com anti-IL-33 quando comparado ao grupo controle

(FIGURA 3D).

Adicionalmente, linfécitos T CD8" ou linfécitos T citotoxicos foram apontados
como possiveis promotores de carcinoma espinocelular quimicamente induzido (ROBERTS
et al., 2007). Contudo, os linfocitos T CD8" sdo considerados umas das principais células
constituintes da resposta imune antitumoral (MANTOVANI et al., 2008). Desta forma,
buscamos analisar o perfil de citocinas produzidos por linfocitos T CD8" nos linfonodos a fim
de estabelecer a producdo de citocinas por estas células. Os resultados demonstraram que a
percentagem de células CD8 TFN-y" similar entre as amostras do grupo tratado com anti-IL-
33 e grupo controle (FIGURA 3A), ndo havendo diferenga estatistica significativa. Quanto a
percentagem de células CDS8'IL-4", as amostras do grupo tratado com anti-IL-33
apresentaram percentagem significativamente menor em relagdo ao grupo controle (FIGURA
3B), entretanto os resultados ndo revelaram diferenca significativa entre os grupos em relacao
as células CD8'IL-10" (FIGURA 3C). A percentagem de células CD8 IL-17" foi similar entre
as amostras do grupo tratado com anti-IL-33 e grupo controle (FIGURA 3D). Estes dados
apontam que o tratamento com anti-IL-33 desempenha papel na modulagio da resposta imune

antitumoral em camundongos.

4.3. Tratamento com anti-IL-33 interfere no perfil de células do infiltrado

leucocitario no microambiente tumoral

Considerando os dados conflitantes na literatura, buscamos avaliar se o tratamento
com anti-IL-33 influencia o perfil de células imunes presentes no microambiente tumoral em

carcinoma espinocelular.



50 Resultados

0
[ controle B T
Bl anti-1L33 10
Sw
+
% 20-
B %
10 * B
0 -
Cps’ CD4" CDS8"
50 "
- D
_ 40 R N
< X
< 30- S
; +
2 7 ‘: 20+
2 -
- : l o
10+ N l;
0 + ;L 0 .

Figura 3. Tratamento com anti-IL-33 altera o perfil de resposta imune em camundongos
submetidos a carcinogénese quimica. A percentagem de células T CD4" ¢ T CD8" (A)
IFN-y*, (B) IL-4", (C) IL-10" ¢ (D) IL-17" presentes linfonodos de camundongos induzidos a
carcinogénese quimica foi determinada por citometria de fluxo. As barras representam a
média £+ SD. Os resultados foram avaliados pelo teste t Student, onde *p<0,05;
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Com relagdo as células CD4", os resultados evidenciaram menor percentagem
destas células em amostras do grupo tratado com anti-IL-33 em relagdo ao grupo controle
(p<0.05) (FIGURA 4A). Os resultados evidenciaram ainda, uma tendéncia a aumento na
percentagem de células CD8" em amostras do grupo tratado com anti-IL-33, em comparagio
ao grupo controle, entretanto sem significancia estatistica (FIGURA 4B). Ainda com relagdo a
populacdo de linfoécitos, os resultados evidenciaram maior percentagem de linfocitos B,
c¢lulas marcadas positivamente para CD19, em amostras do grupo tratado com anti-IL-33 em
relagdo ao grupo controle (FIGURA 4C). Em relagdo as células T reguladoras (CD25"), os
resultados evidenciaram menor percentagem desta célula em amostras do grupo tratado com

grupo anti-IL-33, em comparac¢do ao grupo controle (P<0,0002) (FIGURA 4D).

Em relacdo as populagdes de células de origem mieloide, os resultados
evidenciaram menor percentual de células dendriticas nas amostras do grupo tratado com anti-
IL-33 em relagdo ao grupo controle (FIGURA 4E). Por fim, a percentagem de macrofagos
presentes no microambiente tumoral foi significativamente menor nas amostras do grupo
tratado com anti-IL-33 em comparag@o aos animais do grupo controle (FIGURA 4F). Estes
dados sugerem que o tratamento com anti-IL-33 interfere com o infiltrado inflamatério no
microambiente tumoral levando a uma diminuicdo na populagdo de macrofagos, células

dendriticas, células TreG e células T CD4".

4.4. Tratamento com anti-IL-33 altera perfil de respostas imune no

microambiente tumoral em carcinoma espinocelular de pele.

Apds a carcinogénese e o tratamento, a percentagem de células TCD4 TFN-y* foi
significativamente maior nas amostras de animais do grupo anti-IL-33 em comparacdo ao
grupo controle (FIGURA 5A). Todavia, os resultados revelaram que a percentagem de células
TCD4'IL-4" ¢ TCD4'IL-10", também foi significativamente maior nas amostras do grupo
tratado com anti-IL-33 em comparacao as amostras do grupo controle (FIGURA 5B e C).

A percentagem de células T CD4" IL-17" foi significativamente menor em
amostras de animais tratados com anti-IL-33, em comparagdo ao grupo controle (FIGURA

5D).
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Figura 4. Tratamento com anti-IL-33 interfere no perfil de células do infiltrado no
microambiente tumoral. A percentagem de leucocitos presentes nas lesdes tumorais foi
determinada por citometria de fluxo. Graficos representativos da percentagem de células (A)
TCD4" (B) TCD8" (C) CD19" (D) CD25" (E) células dendriticas e (F) macréfagos. As barras
representam a média £ SD. Os resultados foram avaliados pelo teste t Student, onde *p<0,05.
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Figura 5. Tratamento com anti-I1L-33 altera perfil de respostas imune no microambiente
tumoral em carcinoma espinocelular de pele. A percentagem de células (A) TCD4 TFNy*
(B) TCD4'IL4" (C) TCD4'IL10" ¢ (D) TCD4'IL17" presentes nas lesdes tumorais foi
determinada por citometria de fluxo. As barras representam a média £ SD. Os resultados
foram avaliados pelo teste t Student, onde *p<0,05.
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4.5. Tratamento com anti-IL-33 diminui TGF-p em amostras de

camundongos submetidos a carcinogénese quimica.

Por fim, sabe-se que as citocinas presentes no microambiente tumoral podem
modular o fenotipo de ativagao das células imunes recrutadas (SALLUSTO, 2016). Sendo
assim, analisamos o perfil de citocinas presentes no microambiente tumoral. De acordo com
os resultados a presenca de IFN-y foi maior nas amostras do grupo controle em comparacao
com as amostras do grupo anti-IL-33, entretanto ndo houve diferenga estatistica (FIGURA
6A). Comparando-se os niveis de IL-4, IL-10 e IL-17 também nao foram observadas
diferengas estatisticas na presenca destas citocinas no microambiente tumoral entre os grupos
(FIGURAS 6B, C e D). Entretanto, os niveis de TGF-f} foram significativamente menores nas
amostras do grupo tratado com anti-IL-33 em comparacdo as amostras do grupo controle
(FIGURA 6E), sugerindo que o tratamento com anti-IL-33 diminui a produ¢do de TGF-f no

microambiente tumoral em carcinoma espinocelular de pele.
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Figura 6. Tratamento com anti-IL-33 diminui TGF-f em amostras de camundongos
submetidos a carcinogénese quimica. Os niveis de (A) IFN-y (B) IL-4 (C) IL-10 (D) IL-17a
e (E) TGF-B foram medidos em sobrenadantes de amostras tumorais utilizando ELISA.
As barras representam a média = SD. Os resultados foram avaliados pelo teste t Student, onde

*p<0,05.
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5. DISCUSSAO

IL-33 ¢ uma molécula que exerce dupla funcdo, em sua forma extracelular atua
como citocina e, quando nuclear, como fator de transcricdo (CARRIERE et al., 2007).
Ademais, IL-33 ¢ considerada um padrao molecular associado ao dano (DAMP) e
desempenha papeis importantes em fungdes fisioldgicas e patologicas, como reparo tecidual,
alergia, doengas autoimunes, infecgdes e cancer (LU; YANG; WANG, 2016). As fungdes
bioldgicas de IL-33 incluem a manutencdo da homeostase, melhorar as respostas imunes Tul
e Tu2, e mediar a fibrose durante a inflamagdo cronica (MOLOFSKY; SAVAG;
LOCKSLEY, 2015). IL-33 exerce estas diversas funcdes através da ligagdo com seu receptor,
ST2, que ¢ expresso em diversos tipos celulares, incluindo células Treg, ILC2s, células
mieloides, células NK, células dendriticas, basofilos, eosinédfilos, macrofagos, neutrédfilos,
células Tu2, células Tul e células T CD8" (CAYROL; GIRARD, 2018). IL-33 participa em
diversas doengas com fungdes pro-inflamatorias e protetoras, de acordo com o contexto do
microambiente. Contudo, o papel de IL-33 na biologia tumoral ainda ¢ controverso. Dados
experimentais obtidos de diferentes estudos em modelos tumorais experimentais evidenciam
resultados conflitantes, nos quais IL-33 apresenta tanto efeitos pré quanto anti-inflamatorios
(LIEW; PITMAN; MCINNES, 2010). Sabe-se que a expressao de IL-33 por células tumorais
aumentaria a imunogenicidade e promoveria a resposta imune antitumoral através de células
T CD8" e células NK, enquanto a presenga de IL-33 no estroma facilitaria a supressdo
tumoral pela ativacdo de células Trec e células mieloides supressoras (MDSC). Com base
nessas informagdes, compreender o papel de IL-33 na imunobiologia do cancer, poderia
direcionar esta citocina como um possivel alvo para imunoterapia contra o cancer. Contudo o
conhecimento sobre o efeito de IL-33 no cancer permanece incerto. Portanto, considerando-se
a possivel dualidade de IL-33, promovendo respostas anti e pro-tumorais em diferentes
modelos tumorais, buscamos avaliar os efeitos do bloqueio de IL-33 no desenvolvimento de
carcinoma espinocelular de pele.

Em nosso estudo, utilizamos quatro injecdes de 3pug de anticorpo monoclonal anti-
IL-33 por animal, com uma semana de intervalo e ndo observamos diferencas na sobrevida e
no peso entre animais tratados e ndo tratados. No entanto, foram observadas diferencas quanto
ao numero de lesdes papiloma-like entre os animais tratados e ndo tratados. Similar aos
resultados observados, em modelo experimental de cancer de colorretal, no qual foi realizado
o tratamento com anti-IL-33 e observou-se a diminui¢ao do tamanho e do numero de tumores

(YAMADA et al., 2015). Adicionalmente, a inoculacao de sST2, regulador negativo de 1L-33,
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também diminui o desenvolvimento ¢ metastase neste modelo (AKIMOTO et al., 2016).
Outro estudo aponta que o tratamento com anti-IL-33 reduz a inflamagao e melhora a eficacia
da quimioterapia em modelo de cancer de colorretal (GUABIRABA et al., 2014). Estes dados
indicam que o tratamento com anti-IL-33 pode alterar o padrao de desenvolvimento em
carcinoma espinocelular.

Sabendo-se da diferenga no padrao de desenvolvimento das lesdes tumorais entre
os grupos, analisamos o perfil de displasias das amostras de animais tratados e ndo tratados
com anti-IL-33. Os resultados da gradagdo das lesdes de acordo com a OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005), demonstraram que o tratamento com
anti-IL-33 resultou em menor grau de displasia, corroborando com as hipoteses de que a
presenca de IL-33 no microambiente tumoral pode estar associada a um desenvolvimento
tumoral mais rapido e agressivo em determinados modelos tumorais (WASMER; KREBS,
2017). Estes dados sugerem que a presenca de IL-33 no microambiente tumoral aumenta a
progressdo tumoral, uma vez que os animais submetidos ao tratamento com anti-IL-33, que
tiveram esta interleucina bloqueada, apresentaram maior percentagem de lesdes com discreta
displasia epitelial quando comparados aos animais do grupo controle que permaneceram com
IL-33 funcional. Nao foram apresentadas diferengas relevantes quanto a quantidade e
localizagdo do infiltrado inflamatdrio entre os grupos. Todavia, considerando-se as afirmagdes
da literatura que IL-33 atua na ativagdo de diversas células imunes (GARLANDA;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013; CAYROL; GIRARD, 2018), analisou-se o perfil de
respostas imunes geradas em ambos 0s grupos.

A andlise da resposta imunologica gerada nos linfonodos de drenagem das lesoes,
apontou que a presenca de IL-33 estimula a diferenciagio de células T CD4'IL-4" ¢
TCD8'IL-4". Isso foi demonstrado pela maior presenga destes fendtipos celulares em
amostras de animais do grupo controle. Linfocitos T CD4'IL-4" foram apontados como
promotores indiretos de invasdo e metastase, em modelo murino de adenocarcinoma de
mama, por regularem o aumento de macréfagos no microambiente tumoral (DeNARDO et al.,
2009). Corroborando com este dado, os resultados encontrados neste estudo, sugerem que
linfocitos CD4'IL-4" poderiam estar associados a uma maior gradagdo tumoral em
camundongos induzidos quimicamente a carcinoma espinocelular de pele.

Além disso, a percentagem de células CD4'TFNy" foi significativamente maior
nos animais tratados com anti-IL-33, sugerindo que a presen¢a de IL-33 poderia suprimir a
ativagdo deste fendtipo celular. Dados indicam que a estimulagdo de células T CD4" com IL-

33 diminui a producao de IFN-y por estas células (SCHMITZ et al., 2005). Sabendo que as
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células T CD4'TFN-y" estdo associadas a resposta imune antitumoral, por estimularem a
diferenciagdo de células T CD8" e macrofagos com perfil antitumoral (CASERTA,;
BORGER; ZAMOYSKA, 2012), o tratamento com anti-IL-33 em carcinoma espinocelular,
estimularia a diferenciagdo de células T CD4" produtoras de IFN-y ¢ inibiria a ativa¢do de
células TCD4" produtoras de IL-4 favorecendo, desta forma, uma resposta imune protetora
antitumoral.

Além da resposta imune gerada nos linfonodos, sabe-se que a presenca de células
imunes no microambiente tumoral estd direta ou indiretamente correlacionada com a
regressao ou com a progressao tumoral (MANTOVANI et al., 2008). Sendo assim, buscamos
identificar as principais células constituintes do infiltrado inflamatorio nas amostras tumorais
de animais tratados anti-IL-33. Os resultados demonstraram que o perfil de leucdcitos
infiltrados no microambiente tumoral apresentou-se diferente entre os grupos. Os animais
tratados com anti-IL-33 apresentaram valores percentuais maiores de células B e menores de
linfocitos T CD4", células dendriticas, células Trec € macrofagos em comparagdo ao grupo
controle. Ainda, ndo foram observadas diferencas nas percentagens de linfocitos CD8" entre
os grupos. Esses dados sugerem que IL-33 influencia na composi¢do celular do infiltrado
inflamatorio.

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com anti-IL-33 estaria
associado a uma menor percentagem de células T CD4" acumuladas no microambiente
tumoral. De acordo com a literatura, a presenga de células T CD4" pode estar associada as
respostas imunes anti ou pro-tumoral, dependendo do seu perfil de ativacao
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Em carcinoma induzido quimicamente, a
deficiéncia de células TCD4" foi associada a uma diminui¢do no desenvolvimento tumoral
(GIRARD et al., 2004). Ainda, comparando-se modelos experimentais de carcinomas de pele
e cervical, a deficiéncia de células TCD4" esta associada a um melhor progndstico em modelo
de pele e maior desenvolvimento tumoral em carcinoma cervical (DANIEL et al., 2003;
DANIEL et al., 2005). Nossos resultados sugerem que a menor percentagem de T CD4"
poderia associada ao menor grau de displasia observado apds o tratamento com anti-IL-33.
Ainda, auséncia de diferenga entre a expressdo de células T CD8" sugere que IL-33 ndo
possui papel na ativagdo, migragdo ou polarizagdo destas células.

Adicionalmente, o tratamento com anti-IL-33 aumentou a percentagem de cé¢lulas
B no microambiente tumoral. A presen¢a de células B tem sido associada tanto com a
regressdo tumoral, por produzir anticorpos tumor especificos, quanto com a promog¢ao

tumoral por promover imunossupressio pela produgdo de citocinas e anticorpos
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(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Células B podem promover metastase, em
modelo murino de cancer de mama metastatico, pela conversdo de células T efetoras em
células T reguladoras (OLKHANUD et al., 2011). Os resultados do nosso estudo sugerem que
o bloqueio de IL-33 possui papel no desenvolvimento da resposta antitumoral, uma vez que
foi observada uma menor percentagem de células B no grupo controle, e estes por sua vez
apresentaram lesdes tumorais mais severas em comparac¢io ao grupo de tratamento com anti-
IL-33. Ainda sobre as c¢lulas B, dados recentes indicam a presenca de células B reguladoras
(BREG) e B efetoras (OLEINIKA et al., 2018). As células B reguladoras atuam na
imunotolerancia, pela producdo de IL-10 e TGF-f e expressao de PD-L1 (TIAN et al., 2001;
MAURI ¢ BOSMA, 2012; KHAN et al., 2015). Enquanto as células B efetoras atuam na
imunidade antitumoral pela habilidade de induzir a apoptose de células tumorais por meio da
sinalizagdo de Fas/Fas-ligante (TAO et al., 2015). Sendo assim, poderiamos especular que a
ausencia de IL-33 colaboraria para o recrutamento de células B para o microambiente
tumoral, e que estas células apresentam um perfil efetor. Entretanto, novos estudos sao
necessarios para estabelecer o fenotipo das células B detectadas em amostras de camundongos
tratados com anti-IL-33.

Considerando-se as células dendriticas, os resultados do presente estudo
evidenciaram que o tratamento com anti-IL-33 levou a um menor acumulo de células
dendriticas no microambiente tumoral. A presenca destas células geralmente esta associada
com a apresentagdo de antigenos e desenvolvimento de respostas antitumorais (STEINMAN;
HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003; DHODAPKAR; DHODAPKAR; PALUCKA, 2008).
Entretanto, quando residentes na epiderme, poderiam facilitar o dano ao DNA em carcinoma
espinocelular e consequentemente o crescimento tumoral (MODI et al., 2012). Assim, os
resultados indicariam que a presenca de IL-33 aumentaria a densidade de células dendriticas
no microambiente tumoral, e poderia estar associada a um mal prognodstico em carcinoma
espinocelular de pele.

Ademais, o tratamento com anti-IL-33 resultou em um menor actiimulo de
macrofagos e células Trec no microambiente tumoral. Um estudo anterior do nosso grupo,
aponta que a presenga de Trec em pacientes com carcinoma espinocelular esta associada a um
mal progndstico (GASPAROTO et al., 2010). Sabe-se, ainda, que a maior presenga de
macrofagos e TreG no microambiente tumoral esta correlacionada com uma maior progressao
tumoral na maioria dos canceres estudados, uma vez que estas células inibem a atividade de
células T efetoras pela libera¢do de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-§ (ZOU,

2006; NOY; POLLARD, 2014).
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A liberagdo de IL-10 estimula repostas anti-inflamatoérias, suprime a proliferacao
de células CD4" e a expressio de citocinas de perfil Tul, principalmente IFN-y
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989). Também, IL-10 restringe a apresentagdo de
antigenos por suprimir a expressao de MHC e moléculas co-estimulatorias B7 (MOORE et
al., 2001). Entretanto, os nossos resultados ndo evidenciaram diferenc¢a na produgao de IL-10
entre 0s grupos.

Quanto a liberagdo de TGF-B, as analises demonstraram que o tratamento com
anti-IL-33 diminuiu a produgdo desta citocina. De acordo com a literatura, TGF-f
correlaciona-se tanto com a supressdo quanto com a promocao do desenvolvimento tumoral,
dependendo do estagio do tumor, uma vez que atua em diversos tipos celulares presentes no
microambiente tumoral (BIERIE; MOSES, 2006a). Quando em estagios avancados da
tumorigénese, TGF-B estimula a diferenciagéo de linfocitos T CD4" em células T reguladoras,
inibindo assim a citotoxidade de linfocitos T CD8" (KRYCZEK et al, 2006).
Adicionalmente, a presenca de TGF-B em estdgios avangados do tumor, pode levar ao
aumento da progressdo tumoral e a conversdao de lesdes papiloma-like em lesdes malignas
(BIERIE; MOSES, 2006b). Além disso, a sinalizagdo mediada por TGF-f ¢ uma importante
via de regulacdo da transi¢@o epitélio-mesenquimal e de metéstase, e niveis elevados de TGF-
B estdo frequentemente associados a um mau prognostico (YANG; WEINBERG, 2008).
Considerando-se ainda que TGF-B atua em diversos processos celulares como proliferagao,
diferencia¢do e migragdo (MEULMEESTER; TEN DIJKE, 2011), a diminui¢do desta citocina
no microambiente tumoral pode ter levado a menor irregularidade na estratificacdo das
camadas do epitélio observada nas amostras de lesoes tumorais de camundongos submetidos
ao tratamento com anti-IL-33. Sendo assim, podemos sugerir que a menor gradagdo tumoral
nos animais submetidos ao tratamento com anti-IL-33 poderia estar também associada a
menor produ¢do de TGF- no microambiente tumoral.

Com relagdo aos macréfagos, sabe-se que densidades elevadas de TAMs
geralmente sdo associadas a um mal prognostico na maioria dos canceres, porque podem
promover a imunossupressao e facilitar a progressao tumoral por meio de varios mecanismos
como, por exemplo, inflamagdo, remodelacdo de matriz, angiogénese, disseminacdo e invasao
das células tumorais (FUJIIWARA et al., 2011). Além disso, de acordo com a literatura, os
macrofagos presentes no microambiente tumoral podem produzir citocinas e fatores de
crescimento, que estimulam o crescimento de células epiteliais (GRIVENNIKOV; GRETEN;

KARIN, 2010). Juntas, estas evidéncias poderiam justificar o maior crescimento tumoral nos
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animais do grupo controle, uma vez que estes apresentaram maiores percentagens de
macrofagos e células Trec infiltradas no microambiente tumoral.

Conforme discutido anteriormente, nossos resultados demonstraram que a
presenca de IL-33 no microambiente tumoral favorece a ativacdo de células TCD4". Foi
observado aumento significativo nas na percentagem de células CD4"TFN-y*, CD4'IL-4" ¢
CD4'IL-10" nos animais submetidos ao tratamento com anti-IL-33 em comparag¢do ao grupo
controle, corroborando com a literatura, na qual diz-se que as respostas anti e pro-tumoral
podem coexistir em um mesmo tumor s6lido (BUI; SCHREIBER, 2007). Voltando a atencao
para as células T CD4", sabe-se que podem ser moduladas de acordo com as citocinas a que
sdo expostas no microambiente tumoral em tumores so6lidos, podendo atuar tanto na resposta
imune antitumoral quanto na resposta imune pré-tumoral (LIN; KARIN, 2007, SWANN;
SMYTH, 2007). Células TCD4" podem ser diferenciadas em diversos subtipos, que foram
analisados neste estudo de acordo com a expressdo de marcadores de superficie e citocinas
intracelulares. Sendo assim, analisou-se o perfil de producdo de citocinas destas células no
microambiente tumoral. Os resultados desta analise evidenciaram que tratamento com anti-
IL-33 no microambiente tumoral poderia influenciar o perfil de respostas imunes
desenvolvidas. IL-33 foi primeiramente apontada por ser uma citocina que induz Tu2
(MILLER, 2011), de forma a justificar o aumento de células de perfil T helper 1, apds o
tratamento com anti-IL-33. Contudo houve também aumento na resposta imune de perfil Tu2
nos animais tratados com anti-IL-33 em comparacdo ao grupo controle. Com isso, a maior
incidéncia de resposta imune Tul nos animais do grupo controle, que possuiam a sinalizagdo
de IL-33 ativa, entra em acordo com o estudo que diz que IL-33 possui carater antitumoral
por estimular a diferenciagio de células T CD8" e células NK em melanoma B16 e cancer de
mama metastatico (GAO et al., 2015). No entanto, a presenga de ambas as respostas, de forma
equivalente no microambiente tumoral, pode ser justificada por outros fatores presentes na
literatura. Sabe-se que as células T CD4" ativadas e diferenciadas nos linfonodos podem ter
seus perfis modulados em microambientes inflamatérios (SALLUSTO, 2016). A presenga de
citocinas e quimiocinas no microambiente tumoral, pode modular o fen6tipo de ativacdo das
células imunes, de forma a estimular uma resposta imune anti ou pro-tumoral (SMYTH;
DUNN; SCHREIBER, 2006; LIN; KARIN, 2007). De acordo com esta hipotese, as células
previamente diferenciadas nos linfonodos poderiam ter sido expostas a quimiocinas e
citocinas no microambiente tumoral, de forma a serem moduladas e terem seus perfis de
producdo de citocinas e quimiocinas alterados em prol do estimulo recebido no

microambiente tumoral. Ainda, IL-33 ¢ capaz de modular diversas células imunes, alterando
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seus perfis de produgdo de citocinas e quimiocinas (CAYROL; GIRARD, 2018). Por
exemplo, IL-33 estimula a produgdo de IFN-y por células T CD8" e células NK
(GARLANDA; DINARELO; MANTOVANI, 2013), o que poderia favorecer a presenca de
células Tul no microambiente. Além disso, a liberagao de IL-33 estimula o recrutamento e ou
ativagdo de células Tu2, neutrofilos, mastocitos, eosinofilos e ILC2 (CAYROL; GIRARD,
2014), desta forma o bloqueio desta citocina pelo tratamento, poderia ter influenciado no
perfil de células ativadas ou recrutadas para o microambiente tumoral. Sendo assim, apesar do
desenvolvimento de uma reposta imune predominantemente Tul nos linfonodos, poderia nao
ter ocorrido a migracdo celular em igual propor¢do, devido ao perfil de quimiocinas
produzidas no microambiente tumoral. Estes resultados sugerem que o tratamento com anti-
IL-33 pode influenciar o desenvolvimento de respostas imunes no microambiente tumoral.
Contudo sdo necessarios mais estudos para elucidar a relagdo de quimiocinas produzidas no
microambiente tumoral e seu possivel papel no recrutamento e ou modulacdo da resposta

imune anti-tumoral.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento com anti-IL-33 levou a menor incidéncia de carcinoma

espinocelular in situ e a diminuigao das atipias celulares.

O tratamento com anti-IL-33 levou a aumento nas percentagens de células B e
diminui¢do nas percentagens de linfocitos T CD4", células dendriticas, células Trec €

macrofagos, e a menor producdo de TGF-f no microambiente tumoral.

O tratamento com anti-IL-33 levou a aumento na percentagem de linfocitos T
CD4" produtores de IFN-y e menor percentagem de linfocitos T CD4" e CD8" produtores de

IL-4 nos linfonodos.
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ANEXO A — Aprovacio Comité de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Comisséao de Etica no Ensino e Pesquisa em

Animais

CEEPA-Proc. N° 012/2017. -

Bauru, 25 de setembro de 2017.

Senhora Professora,

informamos que Projeto de 7 esquisa denominado “L33 nio desenvaolvimento de carcinoima
espinocelular” tendo Vossa Senhoria como Pesquisadora Responsavel, que envolve a
utilizagéo de animais (roedores), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, d= 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), foi analisado e considerado APROVADO em reunido ordinaria da
Comissao de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais (CEEPA), realizada no dia 22 de
setembro de 2017.

Vigéncia do projeto Qutubros2017 a Junho/2018 ‘

Espécie/Linhagem: Camundongo BALB/c Wild Type (WT) j

N° de animais: 64 ‘

Peso/ldade 20g-23g / 6-8 semanas

Sexo: Fémeas

Origem: Bioterio Central do Campus USP de Ribeirdc Preto
Biotério Central do [nstituto Lauro de Souza Lima - Bauru-SP 3

Esta CEEPA solicita que ao final da pesquisa seja enviado um Relatorio com os resultados
obtidos para analise ética e emissao de parecer final, o qual podera ser utilizado para fins de
publicagéo cientifica.

Atenciosamente,
oo O g@/ OG- Tar Al 42_/ bre,
Prof? Dr® Cassia Maria Fischer Rubira

Vice-Presidente da Comissao de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Profa. Dra. Ana Paula Campanelli
Docente do Departamento de Ciéncias Biologicas

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
e-mail: zeepa@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356
http://mww.fob.usp.br
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