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“Todos os nossos sonhos podem se tornar realidade se tivermos coragem de

persegui-los “- Walt Disney

RESUMO

No câncer, o escape da resposta imune é essencial para a progressão dos

tumores. A imunomodulação no microambiente tumoral envolve o contato

célula-célula, a liberação de mediadores solúveis, como as citocinas e a participação

de vesículas extracelulares (VEs). A liberação de VEs é um mecanismo de

comunicação celular conservado. A habilidade dessas nanopartículas em transferir

seu conteúdo para células alvo estabelece uma rede de comunicação que resulta

em uma reprogramação celular capaz de modular o microambiente tumoral. É bem

conhecido que o tabagismo desempenha um papel chave na indução de mutações

que levam células a transformação neoplásica maligna. No entanto, sabe-se que o

tabagismo também é um potente modificador do sistema imune, influenciando a

função e ativação de diferentes subtipos celulares e a produção de mediadores

inflamatórios. Neste contexto, considerando que o efeito imunomodulador do

tabagismo no microambiente tumoral e sua importância na progressão dos tumores

ainda não é completamente conhecida o presente projeto foi desenvolvido com o

objetivo de investigar os efeitos da exposição à fumaça do cigarro na liberação de

VEs pelas células tumorais e suas funções imunomodulatórias na fase de

progressão do câncer. Utilizando o modelo experimental de melanoma murino

(linhagem B16), após o aparecimento de tumores palpáveis, os animais foram

expostos ou não à fumaça do cigarro por 7 dias. Observamos que o grupo exposto à
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fumaça do cigarro apresentou um maior crescimento tumoral em relação aos

animais que não foram expostos. Para investigar os mecanismos envolvidos com o

aumento da progressão tumoral, as células tumorais B16 foram cultivadas in vitro na

presença ou ausência de um meio de cultura enriquecido com componentes da

fumaça do cigarro, descrito como CSEM (Cigarette Smoke Enriched Medium), por 48

horas. A adição desse meio nas células B16 resultou em um aumento na expressão

e ativação do receptor de hidrocarboneto arila (AHR), um importante sensor

intracelular de poluentes como os presentes na fumaça do cigarro. Por citometria de

fluxo observamos também o aumento do ligante do receptor de morte programada 1

(PD-L1), um importante marcador envolvido na supressão da resposta imune. Os

sobrenadantes das culturas foram coletados para obtenção das vesículas através de

ultracentrifugação. O tamanho e quantidade das VEs foram determinados e a

presença dos marcadores CD63 e da proteína Argonauta 2 foram avaliados por

Western Blot. Observamos que a presença do CSEM não influenciou a quantidade

de vesículas liberadas pelas células B16, bem como o tamanho delas. Além da

caracterização, investigamos também o efeito da exposição à fumaça de cigarro no

conteúdo e nas funções dessas vesículas. Neste sentido, nossos dados demonstram

que a exposição a componentes da fumaça do cigarro foi capaz de aumentar a

expressão dos microRNAs, miR-16, miR-320a e miR-210 liberados pelas células

tumorais B16. Além disso, as vesículas liberadas por essas células foram capazes

de alterar a diferenciação de células T CD4+ do perfil Th9, conhecidas por sua

função antitumoral, para um perfil regulador (T CD4+ Foxp3+). Esse aumento foi

ainda mais significativo na presença de vesículas liberadas por células cultivadas

com meio CSEM. Acreditamos que essa função seja mediada em parte pela ação de

microRNAs, como o miR-16, contidos no interior dessas vesículas. Este microRNA é

reconhecido por controlar a expressão de IL-9 quando expresso em células Th9.

Assim, no presente estudo demonstramos que a exposição de células de melanoma

à fumaça do cigarro aumenta a expressão de PD-L1 e modula a expressão de

microRNAs nas vesículas extracelulares liberadas por essas células, podendo

favorecer o crescimento tumoral. Em conjunto, nossos dados sugerem que o hábito
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de fumar pode promover a progressão tumoral, através da exacerbação do escape

da resposta imune.
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ABSTRACT

In cancer, the escape of immune response is essential for tumor progression.

Immunomodulation in the tumor microenvironment involves cell-cell contact, the

release of soluble mediators such as cytokines and the participation of extracellular

vesicles (EVs). The release of EVs is a conserved cellular communication

mechanism. The ability of these nanoparticles to transfer their content to target cells

establishes a communication network that results in cellular reprogramming capable

of modulating the tumor microenvironment. It is well known that smoking plays a key

role in inducing mutations that lead cells to malignant neoplastic transformation.

Additionally, smoking is also described as a potent modifier of the immune response,

influencing the function and activation of different cell subtypes and the production of

inflammatory mediators. In this context, considering that the immunomodulatory

effect of smoking in the tumor microenvironment and its importance in the

progression of tumors is not yet fully known, this project was developed with the aim

of investigating the effects of exposure to cigarette smoke on the release of EVs by

tumor cells and its immunomodulatory functions in the stage of cancer progression.

Using the experimental model of murine melanoma (B16 strain), after the

appearance of palpable tumors, the animals were exposed or not to cigarette smoke

for 7 days. We observed that the group exposed to cigarette smoke showed greater

tumor growth compared to animals that were not exposed. To investigate the

mechanisms involved with increased tumor progression, B16 tumor cells were

cultured in vitro in the presence or absence of a Cigarette Smoke Enriched Medium

(CSEM), for 48 hours. The addition of CSEM in B16 cell culture resulted in a

significant increase in the expression and activation of the aryl hydrocarbon receptor

(AHR), an important intracellular sensor for pollutants such as those present in

cigarette smoke. By flow cytometry we also observed an increase in the programmed

death receptor ligand 1 (PD-L1), an important marker involved in the suppression of

the immune response. Culture supernatants were also collected to obtain EVs

through ultracentrifugation. The size and quantity of EVs were determined and the

presence of CD63 markers and Argonauta 2 protein were evaluated by Western Blot.

We observed that in the presence of CSEM the amount of EVs released by B16 cells,
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as well as their size, were not altered. In addition, we also investigated the effect of

exposure to cigarette smoke on the content and functions of these EVs. In this

sense, our data demonstrate that exposure to cigarette smoke components was able

to increase the expression of microRNAs, miR-16, miR-320a and miR-210 released

by B16 tumor cells. Furthermore, the EVs released by these cells were able to affect

the differentiation of CD4+ T cells from a Th9 profile, known for its antitumor function,

to a regulatory profile (T CD4+ Foxp3+). This increase was even more significant in

the presence of EVs released by cells cultivated with CSEM. We believe that this

function is mediated in part by the action of microRNAs, such as miR-16, released

into the EVs. This microRNA is recognized for controlling the expression of IL-9 when

expressed in Th9 cells. Thus, in the present study, we demonstrate that exposure of

melanoma cells to cigarette smoke components increases the expression of PD-L1

and modulates the expression of microRNAs in the EVs released by these cells,

which may favor tumor growth. Taken together, our data suggest that smoking can

promote tumor progression by exacerbating immune response escape.
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1 Introdução

1.1 Câncer aspectos gerais

O câncer é responsável por cerca de 8 milhões de mortes por ano e até 2030

estima-se que ocorra uma expansão de 50% no número de casos (GLOBOCAM –

global câncer observatory). Os tumores possuem origens hereditárias e esporádicas.
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O câncer hereditário é caracterizado pela presença de mutações em células

germinativas (Rahner, N., & Steinke, V.,2008). Os tumores esporádicos são

caracterizados pela presença de mutações induzidas por agentes carcinógenos.

Esses agentes mutagênicos possuem origem biológica, química, física (presença do

vírus papiloma humano, do gênero Papilomavirus, conhecido como HPV,

componentes da fumaça do cigarro – benzopireno, exposição à radiação U.V)

(BRÜCHER; JAMALL, 2014).

A exposição à carcinógenos ao longo de décadas promovem mutações e

quando acumuladas contribuem para a origem de novas características adquiridas

pelas células, conhecidas como as marcas registradas do câncer: (I)

autossuficiência em sinais de crescimento, (II) insensibilidade a sinais

antiproliferativos, (III) resistência à morte celular, (IV) potencial replicativo ilimitado,

(V) atividade pró-angiogênese e (VI) comportamento invasivo e metastático, (VII)

alterações no metabolismo energético, (VIII) promoção da inflamação, (IX) escape

da resposta imune, (X) instabilidade genômica (HANAHAN; WEINBERG, 2011)

(Figura 1).
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Figura 1. ” As marcas registradas do câncer”. Adaptado de HANAHAN;

WEINBERG, 2011.

À medida que uma célula adquire as marcas registradas do câncer, ocorre a

transformação neoplásica. No entanto, sabe-se que os tumores não são compostos

apenas de células neoplásicas e que os cânceres são considerados tecidos

complexos compostos por populações heterogêneas de células malignas,

fibroblastos, células endoteliais e células imunológicas que coletivamente compõem

o microambiente tumoral (TME, do inglês Tumor Microenvironment) (HUI; CHEN,

2015). Na última década, tornou-se claro que a interação molecular e celular

heterotípica entre o tumor e as células circundantes no TME molda o escape

imunológico e a progressão tumoral. Neste contexto, a comunicação celular no TME

é um processo importante. Há diferentes mecanismos de comunicação celular no

TME, que podem envolver o contato célula-célula e a liberação de moléculas

mediadoras, como as vesículas extracelulares (EVs, do inglês - extracelular

vesicles).
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1.2 Vesículas Extracelulares

Dentre os RNAs, é bem conhecido a capacidade das EVs em carregar

microRNAs (GIBBINGS et al., 2009). Os microRNAs são pequenos RNAs não

codificadores que se ligam, por complementaridade de bases, aos RNAs

mensageiros, geralmente na porção 3' não-traduzida (3'UTR) (Bartel et al, 2004). A

importância dos microRNAs liberados em EVs no câncer foi demonstrada por

exemplo por Alfonse e colaboradores (ALFONSI et al., 2018). Foi observado que EVs

liberadas por células tumorais carregam o microRNA miR-9 que possui como alvo a

proteína SOCS5 (do inglês suppressor of cytokine signaling 5). A regulação desse

alvo contribui para a angiogênese e crescimento tumoral. (KOSAKA, N. et al.,2016;

ALFONSI et al., 2018)
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Figura 2.” Esquema ilustrativo da contribuição das Vesículas extracelulares e

seu conteúdo na progressão tumoral. Célula vermelha = célula tumoral liberando

microRNAs que contribuem: angiogênese – miR-210, miR-9; migração – miR-1227;

Supressão imunológica – miR-203. Adaptado. Fonte: Adaptado de KOSAKA, N. et al

al 2016

Em outro estudo Yin e colaboradores (YIN et al., 2014) observaram a

associação da liberação de EVs tumorais contendo miR-214 e a indução de células

T-reguladoras, contribuindo para o escape tumoral. Dessa forma as vesículas

possuem um importante papel no TME, e entender fatores que influenciam esse

processo de comunicação celular poderá auxiliar no melhor entendimento da biologia

dos tumores e identificação de novos alvos terapêuticos.

Dados epidemiológicos têm evidenciado a associação entre os fatores

ambientais como radiação ultravioleta (UV), dietas alimentares e tabagismo e o

desenvolvimento de câncer (AKTIPIS et al., 2013). Dentre esses, o tabagismo é

descrito como importante agente promotor de câncer não apenas pela sua
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capacidade de induzir mutações, mas também por seu potencial efeito

imunomodulador. No entanto, estudos acerca dos efeitos específicos do tabagismo

no processo de comunicação celular no TME e as consequências para a progressão

tumoral não são completamente compreendidas. (GROSSO et al., 2017)

1.3 Tabagismo e câncer

O hábito de fumar foi correlacionado pela primeira vez com o

desenvolvimento de neoplasias em meados de 1950, pois foi observado um

aumento na incidência de câncer de pulmão na população com histórico tabagista

(DOLL et al., 2004). Em 1977 Jayant, K. e colaboradores realizaram uma pesquisa

clínica que avaliou o risco relativo do paciente fumante desenvolver neoplasias nas

seguintes estruturas: cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe, esôfago

(JAYANT et al,1977). Dessa forma, o tabagismo é considerado um importante fator

ambiental para o desenvolvimento dessas neoplasias.

Em pacientes tabagistas, os tumores do trato respiratório e trato digestório

alto (boca, faringe e esôfago), possuem uma alta frequência de mutações nos

seguintes genes de reparo: proteína que codifica a proteína p53 (TP53), Reparo de

DNA associado (do inglês – Breast cancer 2 – BRCA2, atualmente referido como

'DNA repair-associated), Reparo de excisão de bases (do inglês - base excision

repair – BER) (ALEXANDROV et al., 2016; HALL et al., 2007; PARRY et al., 2017).

Dessa maneira, os efeitos do tabagismo não estão limitados a tumores do trato

respiratório e digestório superior. Por exemplo, pacientes tabagistas com melanoma

apresentam pior prognóstico clínico (RANDOLPH, et al., 2011]). Importante destacar
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que o desenvolvimento do melanoma não está ligado diretamente á ação

mutagênica do cigarro, o que sugere que a influência no pior desfecho clínico

desses pacientes estaria associada a efeitos indiretos do tabagismo.

Foi descrito que componentes da fumaça do cigarro, como a nicotina,

possuem importantes funções imunossupressoras promovendo a inibição da

ativação de linfócitos T através da ligação à receptores nicotínicos nessas células

(ARNSON; SHOENFELD; AMITAL, 2010). Além disso, recentemente foi descrito que

a exposição à fumaça do cigarro foi capaz de alterar o perfil de microRNAs

presentes em EVs liberadas por células epiteliais brônquio alveolares (HÉLIOT et al.,

2017).

Apesar de atualmente o cigarro ser caracterizado como agente mutagênico,

ainda são pouco explorados os efeitos imunomoduladores sobre a comunicação

celular no TME em tumores que não possuem uma correlação direta com o histórico

de exposição ao cigarro (SATO et al., 2020).

1.4 Hipótese

É bem conhecido que o tabagismo desempenha um papel chave na indução

de mutações que levam células à transformação neoplásica maligna. Sabe-se que o

tabagismo também é um potente modificador do sistema imune, influenciando a

função de células e a produção de mediadores inflamatórios. No entanto, a
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influência do tabagismo na comunicação célula/célula e modulação da resposta

imune no microambiente tumoral ainda é pouco conhecida. Considerando que as

EVs constituem um importante mecanismo de comunicação celular no

microambiente tumoral, podendo influenciar o escape imune, nossa hipótese é que a

exposição à fumaça do cigarro promove alterações nas EVs liberadas pelas células

tumorais, que por sua vez são capazes de contribuir para a progressão tumoral. 

2.0 Objetivos

O presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos da exposição à

fumaça do cigarro na progressão tumoral e nas EVs liberadas por células tumorais. 

2.1 Objetivos específicos

a. Avaliar a influência da exposição à fumaça do cigarro no

crescimento tumoral in vivo no modelo experimental de melanoma murino

(B16);

b. Avaliar o efeito da exposição à fumaça do cigarro na expressão

de PD-L1, MKi-67 e liberação de EVs por células B16 in vitro;

c. Caracterizar as EVs liberadas pelas células tumorais

B16 expostas a componentes presentes na fumaça do cigarro; 

d. Avaliar o efeito da exposição à fumaça de cigarro nas funções

imunomoduladoras das EVs liberadas pelas células tumorais B16;

3. Materiais e métodos
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3.1 Indução do modelo experimental murino

Foram utilizados camundongos machos C57bL/6, de 6 semanas de idade e

pesando em torno de 25g, obtidos do Serviço de Biotério PUSP-RP. Foram injetadas

5 x 104 células tumorais da linhagem B16, cultivadas na presença ou ausência de

CSEM (do inglês - Cigarette Smoke Enriched Medium) no subcutâneo dos animais.O

crescimento tumoral foi monitorado desde o dia 0 da inoculação até o dia 15

utilizando o paquímetro. Foram realizadas duas medidas do diâmetro tumoral e a

estimativa do volume tumoral foi realizada utilizando a seguinte fórmula (diâmetro

menor)2*(diâmetro maior) /2.

3.2 Modelo experimental de exposição à fumaça do cigarro

O modelo de exposição à fumaça do cigarro é constituído de uma câmara de

acrílico, onde os animais são alocados, que recebe fumaça de cigarro

(50-100ml/min) e ar comprimido (2,5L/min) para manter uma concentração de

monóxido de carbono entre 45-55 ppm no seu interior. Os ciclos de fumaça

consistiram em 15 segundos de fumaça ativa de cigarro seguidos por 30 segundos

de ar limpo forçado controlado por um temporizador de válvula bidirecional. Para os

experimentos in vivo, após a indução do modelo experimental de melanoma, os

animais foram expostos à fumaça de cigarros comerciais da marca Marlboro (Phillip

Morris, 0.8 mg de nicotina e 10 mg de alcatrão por cigarro). Os animais foram

expostos a 2 cigarros por dia (4,5 min por cigarro, 5 animais/câmara) durante uma

semana começando no dia 7 após a injeção das células B16. Os animais

descansaram por pelo menos 3 horas entre um cigarro e outro.
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Para os ensaios in vitro a fumaça do cigarro foi borbulhada em 10 ml de meio

de cultura RPMI (Gibco Roswell) com uma bomba de vácuo mecânica. O extrato foi

filtrado através de um filtro de 0,22 μm (Millipore) para remover bactérias, em

seguida diluímos para um volume final de 400 mL (5 cigarros/L). Este meio

enriquecido com componentes da fumaça do cigarro é denominado CSEM (do inglês

- Cigarette Smoke Enriched Medium). As células da linhagem tumoral B16 foram

cultivadas em garrafas de 125cm² da BD Falcon em meio RPMI completo (contendo

10% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 1% de HEPES, 1% de L-glutamina

e 1% de piruvato de sódio). As células foram acondicionadas em estufas nas

seguintes condições: 37°C e 5% de CO2. Após quatro passagens e quando as

células B16 atingirem uma confluência de 70%, foi adicionado o meio CSEM na

concentração de 5 cigarros/L e as células ficaram expostas por 48 horas.

3.3 Isolamento das EVs

As células B16 foram cultivadas em garrafas de 125cm² da BD Falcon em

meio RPMI completo (contendo 10% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 1%

de HEPES, 1% de L-glutamina e 1% de piruvato de sódio). As células foram

acondicionadas em estufas nas seguintes condições: 37°C e 5% de CO2. Após quatro

passagens e quando as células B16 atingirem uma confluência de 70%, foi

adicionado o meio CSEM na concentração de 5 cigarros/L e as células ficaram

expostas por 48 horas. O sobrenadante das culturas foi coletado e centrifugado a 450

x g por 5 minutos para remoção de células. O sobrenadante livre de células passou

por centrifugação a 2000 x g por 10 minutos e posteriormente a 10 000 x g por 30
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minutos para remoção de células mortas e debris. Após essas etapas de

centrifugação o sobrenadante foi coletado e filtrado através de um filtro de 0,22 μm

(Millipore) para remoção de partículas contaminantes. Em seguida, as EVs foram

isoladas através de ultracentrifugação à 100.000 x g por 2 hora para separação das

EVs. Todas as culturas foram realizadas utilizando-se soro bovino fetal depletado de

vesículas (exosomes - depleted fetal bovine serum - Thermo Fisher Scientific).

(THÉRY et al,2006)

As EVs também foram caracterizadas pela expressão das proteínas CD63,

Ago2 por western blot. Após a determinação da quantidade de EVs por NTA, a

mesma quantidade de EVs foi utilizada em todos os grupos para as análises. As

proteínas foram isoladas utilizando-se RIPA buffer (Sigma – Aldrich-cod. R0278) e

inibidor de protease (Roche 11697498001). Foi realizada uma eletroforese em gel

SDS-Page (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) utilizando um

sistema vertical de eletroforese (Bio-Rad, USA) durante 1h30, a 110 V, seguida de

transferência para uma membrana Amerham Protran Premium 0.2 de nitrocelulose

utilizando o sistema transblot. Em seguida, a membrana foi corada com Ponceau

para confirmar que as proteínas foram devidamente transferidas.

A próxima etapa foi realizar o bloqueio da membrana utilizando leite 5%

(Nonfat Dry Milk - Cell Signaling) em TBST por 1 hora para impedir interações

inespecíficas. Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-Ago2 / eIF2C2 (na

diluição 1: 200, Abcam, ab32381), anti-CD63 (H-193, na diluição 1: 200, Santa Cruz

Biotechnology, sc-15363), com incubação overnight da membrana. Os anticorpos

secundários foram utilizados na diluição de 1:3000 também. Após as marcações as
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membranas foram lavadas 3x em TBT 1X e a leitura realizada no software Imagelab

(Versão 6.0.1)

3.4 Extração de RNA

Para a extração do RNA total proveniente das células da linhagem tumoral

B16 cultivadas na presença ou ausência do meio CSEM, foi utilizado TRIZol

Reagent (Qiagen Thermo Fisher Scientific) seguindo as recomendações do

fabricante. As preparações de RNA foram selecionadas quanto à pureza e

concentração em um espectrofotômetro Nanodrp (Thermo, Scientific, Waltham,

MA, EUA).

Para as análises de expressão dos microRNAs provenientes das EVs, o

RNA total foi isolado usando o Kit de isolamento mirVana total (Ambion, NY,

EUA), de acordo com as instruções do fabricante.

Em cada amostra foram adicionados 300 μl de solução de lise agitando-se

vigorosamente. Em seguida, adicionou-se 30 μl de miRNA Homogenate Additive, e

após agitação por 15 segundos, as amostras ficaram em gelo picado por 10 minutos.

O passo seguinte incluiu a adição de 300 μl de fenol: clorofórmio ácido e

agitação vigorosa no vórtex por 60 segundos. O lisado foi então centrifugado a

10.000 x g por 5 minutos à temperatura ambiente para a formação de uma fase

aquosa contendo os RNAs em solução. A fase aquosa foi cuidadosamente

transferida para um novo tubo ao qual foram adicionados 1,25x do volume

recuperado, de etanol 100% a temperatura ambiente.
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Para cada amostra foi utilizada uma coluna em um tubo coletor no qual

700 μl da mistura lisado/etanol foram pipetados na coluna e centrifugados por 15

segundos a 10.000 x g. O líquido foi descartado e o procedimento repetido até

que toda a mistura fosse filtrada. Em seguida, aplicou-se 700 μl de miRNA Wash

Solution 1 a coluna e centrifugou- se por 10 segundos a 10.000 x g. O líquido foi

descartado e 500 μl de miRNA Wash Solution 2/3 foram aplicados a coluna e

centrifugados por 10 segundos a 10.000 x g. Repetiu-se o último passo, e após

descartar o líquido, centrifugou-se 1 minuto para remover resíduos líquidos no

filtro. A coluna foi transferida para um tubo novo coletor, e a ela foram

adicionados 40 μl de água DEPC pré-aquecida (95°C). Centrifugou-se 30

segundos para eluição do RNA o qual foi então conservado a – 80oC.

3.5 Análise de PCR em tempo real

Para a detecção dos microsRNAs provenientes da EVs, as reações de

transcrição reversa foram realizadas usando o Kit Taqman advanced MicroRNA

cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instruções do

fabricante. Ensaios de microRNAs Taqman: miR-181a – 5p; miR- 125a-3p (477883);

miR-16(477860); 125a-3p (477883); miR-16-5p (477860); miR-361 (478056);

miR-320a-3p (478594); miR-190a-5p (478358). Os dados foram normalizados para

valores de controle interno: miR-191-5p (477952); miR-30a-5p (479448); miR-132

(477900), miR-181c (477934); miR210 (477970).

Para a análise da expressão gênica, a síntese de cDNA (100ng de RNA total)

foi realizada utilizando o kit de transcrição reversa High-Capacity (Invitrogen Life

Technologies Corporation, Carlsbad, CA). Em seguida as amostras de cDNA foram
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submetidas ao RT-PCR, utilizando o SyGreen Mix Lo-ROX (PCR Biosystems,

London, UK) ou Taqman Gene Expression Master Mix no equipamento ViiA™ 7

Real-Time PCR System, em placas de 96 poços. Todos os dados foram

normalizados para valores de Gapdh, e o método do ciclo de limiar comparativo foi

usado para determinar os níveis de expressão relativa.

Por meio de PCR quantitativo avaliamos a expressão dos genes: Ahr,

Cyp1a1, Gapdh. As sequências dos primers estão descritas na Tabela 1

Os Ahr e Cyp1a1 foram avaliados através de ensaio Taqman. AhR

(Mm00478932_m1), Cyp1a1 (Mm00487218_m1)

Tabela 1. Lista de primers.
Gene Foward (5´- 3`) Reverse (5´ - 3´)

Gaph GTGGTTCACACCCATCACAA AGGAGCGAGACCCCACTAAC

CD274 GCATTATATTCACAGCCTGC CCCTTCAAAAGCTGGTCCTT

3.6 Diferenciação de células Th9

Para o ensaio de diferenciação de células para o perfil Th9, células T CD4+

CD44- CD62L+ (naives) foram isoladas do baço e linfonodos drenantes de

camundongos C57BL/6 utilizando-se BD FACSARIA III Cell Sorter. Foi utilizada a

quantidade de 1x105 células/ poço, em placa de 96 poços (Costar), para

diferenciação in vitro das células para o perfil Th9. As células foram cultivadas em

meio IMDM completo nas seguintes condições experimentais: meio, EVs de B16,

EVs de B16 + CSEM por um período de 72 horas. Concomitante a presença de

anti-CD3 (2ug/ml) e anti-CD28 (2ug/ml) foram adicionados IL-4 (10ng/ml) e TGF-β (1
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ng/ml). No primeiro dia de cultura foram adicionadas ou não EVs provenientes das

linhagens de células tumorais cultivadas ou não na presença do meio CSEM.

3.7 Análise de citometria de fluxo

As células da linhagem tumoral B16 foram cultivadas por um período de 48

horas na presença ou ausência de CSEM. Células foram retiradas do meio e

contadas. Após esse período 250.000 células foram incubadas em 100 µL de

tampão de FACs contendo os seguintes anticorpos de superfície: anti-PD-L1-APC

(BD. Biosciences , 1:300) e LIVE/DEAD – BV421 (Termo Fisher Scientific, 1:1000),

durante 15 minutos a 4ºC. Para a detecção de Ki-67, as células foram fixadas e

permeabilizadas utilizando-se o kit, seguindo as recomendações do fabricante. Para

a marcação intracelular foi utilizado o anticorpo anti-Ki-67-PECy7 ((BD. Biosciences,

1:300).

Para a marcação das células Th9, as células foram previamente estimuladas

por 4 h com PMA (formol 12-miristato 13-aceato, 50 ng / ml, Sigma-Aldrich),

ionomicina (500 ng / ml, Sigma-Aldrich) e um inibidor de transporte de proteína

contendo Brefeldina (1,5 uL / mL GolgiPlug, BD Bosnienses) antes da detecção com

anticorpos. Os marcadores de superfície foram marcados por 10 min em

temperatura ambiente, as células foram fixadas Cytoperm / Cytofix (BD Bosnienses),

https://www.bdbiosciences.com/us/reagents/research/antibodies-buffers/immunology-reagents/anti-mouse-antibodies/cell-surface-antigens/apc-rat-anti-mouse-cd274-mih5/p/564715
https://www.bdbiosciences.com/us/reagents/research/antibodies-buffers/immunology-reagents/anti-mouse-antibodies/cell-surface-antigens/apc-rat-anti-mouse-cd274-mih5/p/564715
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permeabilizados com Perm / Wash Buffer (BD Biosciences) e marcadas com

anticorpos intracelulares diluídos em Perm / tampão de lavagem. Os dados foram

coletados com um FACSVerse™ (BD Biosciences) e, em seguida, analisados ​​com o

software FlowJo 10.0.7 (Treestar). As células foram marcadas com os seguintes

anticorpos: anti-CD4 conjugado com FITC (BD Pharmingen, Clone: ​​RM4-5, 1:300),

anti-IL9 PE (BD Horizon, 1:200), anti-Foxp3 APC (1:200), LIVE/DEAD – BV421

(Termo Fisher Scientific, 1:1000)

3.8 Análise Estatística

O software GraphPad Prism v8.0 foi usado para realizar todas as análises

estatísticas. Todos os resultados são apresentados como a média ± SEM e são

representativos de 2-3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram

feitas utilizando o teste t Student para comparar dois diferentes grupos, ou área sob

a curva seguida por teste t Student (Figuras 3,8). Valores com p <0.05 foram

considerados significativos.

4. RESULTADOS

4.1 A exposição à fumaça do cigarro acelera o crescimento do melanoma

B16.
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Com a finalidade de avaliar o efeito da exposição à fumaça do cigarro na

progressão tumoral foram utilizadas duas abordagens experimentais. Primeiro, 500

mil células de melanoma B16 foram injetados em camundongos da linhagem

C57BL/6 e sete dias após a injeção quando ocorre o aparecimento de tumores

palpáveis, uma parte dos animais foram expostos à fumaça de cigarro de acordo

com o protocolo representado na figura 3 A. A exposição dos animais à fumaça foi

realizada utilizando uma bomba que força a liberação da fumaça no interior de uma

câmara onde os animais são alocados. Ciclos intermitentes de ar do ambiente e

fumaça de cigarro foram realizados para mimetizar os ciclos de sopro de tabagistas

e para evitar asfixia induzida por CO2. Nestes ciclos, os animais são expostos à

fumaça do cigarro por 15 segundos seguidos de 30 segundos de ar do ambiente

dentro câmara controlado por uma bomba mecânica. Como observado na figura 3 B

e C, a exposição dos animais à fumaça do cigarro resultou em aumento significativo

no crescimento tumoral, em relação aos animais controle.

Considerando os efeitos observados pela fumaça do cigarro no modelo

experimental de melanoma descrito anteriormente, decidimos investigar se a

exposição aos componentes do cigarro causa alguma alteração fenotípica nas

células B16. Para cumprir com esse objetivo utilizamos um sistema para borbulhar a

fumaça do cigarro em um recipiente contendo meio de cultura RPMI. Após o

procedimento, este meio enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM) foi filtrado e

adicionado às células B16 durante seu cultivo in vitro. O CSEM, utilizado a uma

concentração de 5 cigarros/L, é adicionado quando as células apresentam uma

confluência de 70% na garrafa de cultura. Após 48 horas 1x106 células expostas ou

não ao CSEM foram injetadas nos animais C57BL/6 para indução do modelo de
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melanoma (Fig. 3 D). De maneira similar, observamos que os animais que

receberam as células expostas ao meio CSEM apresentaram aumento significativo

do crescimento tumoral (Fig. 3 E e F). Esses resultados sugerem que a exposição à

fumaça do cigarro é capaz de promover alterações nas células da linhagem B16 que

contribuem para promover o crescimento tumoral.

Figura 3. Exposição à fumaça do cigarro promove aumento do crescimento

tumoral. (A) Esquema ilustrativo do delineamento experimental. Animais C57BL/6

receberam 500 mil células da linhagem B16 pela via subcutânea para indução do

modelo experimental de melanoma (n= 5 por grupo experimental). (B) Volume

tumoral ± SEM por indivíduo. (C) Gráfico da área sob a curva (do inglês - area under

the curve - AUC). (D) Esquema ilustrativo do delineamento experimental. Células
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B16 foram cultivadas em meio enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM) ou

RPMI controle por 48 h, em seguida 1x106 células foram injetadas em animais

C57BL/6 pela via subcutânea para indução do modelo experimental de melanoma

(n= 5 por grupo experimental). (E) Volume tumoral ± SEM por indivíduo. (F) Gráfico

da AUC. Os dados são apresentados como média ± s.e.m. *p< 0.05 significativo

analisado por teste t não pareado.

4.2 A exposição a componentes da fumaça do cigarro aumenta a

expressão de PD-L1 nas células de melanoma B16

A fim de investigar possíveis alterações fenotípicas nas células da linhagem

B16 decorrentes da exposição à fumaça do cigarro, nós avaliamos a expressão de

proliferação MKi67 (Ki-67) e de imunomodulação (PD-L1) por citometria de fluxo. As

células foram cultivadas na presença ou ausência de CSEM seguindo o protocolo

descrito na figura 4 A. A exposição a componentes da fumaça do cigarro, não foi

capaz de alterar a expressão do marcador de proliferação celular Ki-67 nas células

B16 (Fig. 4 B e C). Com relação ao PD-L1, uma importante proteína

imunossupressora, embora não tenha sido observado alterações na sua expressão

gênica no período avaliado (Fig. 4 D), foi observado um aumento significativo dos

níveis proteicos de PD-L1 nessas células (Fig. 4 E e F). Esses achados sugerem

que os efeitos da exposição à fumaça do cigarro no crescimento tumoral não estão

relacionados às mudanças na capacidade proliferativa das células tumorais, mas

sim por meio da regulação da resposta imune mediada pelo PD-L1 e possivelmente

por outros fatores.
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Figura 4. Exposição a componentes da fumaça do cigarro promove aumento

da expressão de PD-L1 em células B16. (A) Esquema ilustrativo do delineamento

experimental. Células B16 foram cultivadas na presença ou ausência do meio

enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM) por 48 horas. (B) Painel representativo

da marcação de Ki-67 analisado por citometria de fluxo. (C) Percentagem de células

Ki-67+. (D) Análise da expressão de PD-L1 por RT-PCR. (E) Painel representativo

da marcação de PD-L1 analisado por citometria de fluxo. (F) Percentagem de

células PD-L1+. Os dados são apresentados como média ± s.e.m. n=3/grupo,

representativo de 2 experimentos. *p< 0.05 significativo analisado por teste t não

pareado.

4.3 A exposição à fumaça do cigarro não altera o tamanho e

concentração de vesículas liberadas por células B16

Após avaliarmos as alterações fenotípicas provocadas pela exposição a

componentes da fumaça do cigarro nas células B16, investigamos os efeitos dessa
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exposição na liberação de vesículas extracelulares. Para cumprir com esse objetivo,

o sobrenadante da cultura de células B16 foram cultivadas na presença ou ausência

do meio CSEM por um período de 48 horas. Em seguida, o sobrenadante foi

coletado e centrifugado a uma velocidade de 2000g por 10 minutos para remoção de

células e debris provenientes da cultura. Após a centrifugação o sobrenadante foi

coletado e filtrado (22μM) para remoção de partículas contaminantes. O

sobrenadante passou por um processo de ultracentrifugação a 100,000g para

separação das EVs. Ao final das centrifugações as partículas foram coletadas e

seguiram para as análises por NTA (do inglês Nano Tracking Analysis) e western

blot. O NTA é um método realizado no aparelho NanoSight (Malvern) que permite a

visualização e análise, em tempo real, de nanopartículas em meio líquido. Baseada

em uma técnica de microscopia a laser acoplada a uma câmera de elevada

sensibilidade é possível analisar o movimento Browniano das nanopartículas. O

programa visualiza e analisa cada partícula separadamente, e ao final gera um

gráfico de distribuição por tamanho e estima a concentração dessas partículas na

amostra de estudo. As análises de NTA demonstram que após o processo de

ultracentrifugação as vesículas isoladas do sobrenadante de células B16

apresentam um tamanho de aproximadamente 130 nm. Observamos que os

componentes da fumaça do cigarro não foram capazes de influenciar o tamanho,

bem como a concentração das EVs liberadas pelas células B16 (Fig. 5 A-C).

Utilizando a técnica de western blot, observamos que o isolamento das EVs por

ultracentrifugação foi efetivo, visto que detectamos a presença do marcador CD63

(Fig 5 D). Ainda, observamos também a presença da proteína Argonauta 2 (Ago2),

que está associada à função regulatória de microRNAs (Fig. 5D).
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Figura 5. Caracterização das Vesículas Extracelulares liberadas pelas células B16.

Células B16 foram cultivadas in vitro até atingir 70% de confluência. Após esta etapa foi

adicionado um novo meio de cultura contendo soro fetal (10%) depletado de vesículas por

48 horas na presença ou ausência de meio enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM).

Após esse período, o sobrenadante da cultura foi coletado e as vesículas extracelulares

(EVs) isoladas a partir de centrifugação seriada seguida por ultracentrifugação. (A) Gráfico

representativo de 5 análises de NTA (do inglês Nano Tracking Analysis), (B)

Concentração e (C) tamanho das EVs liberadas pelas células tumorais B16. (D) Western
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blot para as proteínas CD63 e argonauta 2. Os dados são apresentados como média ±

s.e.m., representativo de 2 experimentos da condição controle.

4.4 Exposição à componentes da fumaça do cigarro modula a expressão

de microRNAs intra e extracelulares em células de melanoma B16

As vesículas são formadas por uma bicamada lipídica que podem conter

RNA, lipídios e proteínas. Um trabalho publicado pelo nosso grupo demonstrou que

a exposição à fumaça do cigarro é capaz de influenciar a expressão de microRNAs

liberados por células Th17 (DONATE et al 2021). Como não observamos nenhuma

alteração na concentração e tamanho das VEs liberadas pelas células B16,

decidimos investigar se os componentes da fumaça do cigarro eram capazes de

influenciar o conteúdo dessas vesículas. Para cumprir com esse objetivo avaliamos

a expressão de diversos microRNAs sabidamente envolvidos com modulação da

resposta imune e com a progressão tumoral, por PCR tempo real (Fig. 6).

Observamos que na presença de componentes da fumaça do cigarro, as

células B16 expressam níveis intracelulares aumentados dos microRNAs: miR-125 e

miR-16 (Fig. 6 D e E). Com relação aos microRNAs extracelulares, observamos um

aumento dos microRNAs: miR-16, miR320a e miR-210 quando as células foram

cultivadas na presença de CSEM (Fig. 6 E-G).

É interessante notar que a exposição à fumaça do cigarro é capaz de

aumentar significativamente os níveis intra e extracelulares do miR-16. Esse miR

pertence a uma família de microRNAs conservados e foi um dos primeiros

microRNAs descritos como supressor tumoral (FINNERTY et al 2010, YUE et al
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2010). Entretanto, estudos mais recentes demonstram que ele é capaz de controlar

a expressão de IL-9 quando expresso em células Th9, conhecidas por sua função

antitumoral (SINGH et al 2016).

Assim, esses resultados demonstram que componentes da fumaça do cigarro

são capazes de modular a expressão de microRNAs intra e extracelulares em

células da linhagem B16, que por sua vez poderiam influenciar o aumento da

progressão tumoral.

Figura 6. Exposição à fumaça do cigarro modula a expressão de microRNAs

liberados pelas células tumorais B16. Células B16 foram cultivadas in vitro até

atingir sua confluência. Após esta etapa foi adicionado um novo meio de cultura

contendo soro fetal (10%) depletado de vesículas na presença ou não de meio

enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM) por 48 horas. Após esse período o

sobrenadante da cultura foi coletado e as vesículas extracelulares (VEs) (vesículas

extracelulares) isoladas para extração de RNA total e análise da expressão de
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microRNAs por RT-PCR. Os níveis de expressão foram normalizados e

quantificados utilizando o miR190. Os dados são apresentados como média ±

s.e.m., n=3/grupo, representativo de 2 experimentos *p<0.05, obtido por teste t não

pareado em relação ao grupo B16 controle. #p<0.05 significativo em relação ao

grupo VEs controle. ND: não detectado

4.5 Vesículas extracelulares liberadas pelas células B16 expostas a

componentes da fumaça do cigarro regulam a diferenciação de células Th9

Considerando que a exposição a componentes da fumaça do cigarro induziu

aumento do miR-16 envolvido no controle das células Th9, decidimos avaliar se as

VEs liberadas pelas células B16 seriam capazes de influenciar a diferenciação de

células para o perfil Th9. Para cumprir com esse objetivo, células T naive (CD4+

CD44- CD62L+) do linfonodo de camundongos C57BL/6 foram isoladas por sorting e

polarizadas para o perfil Th9 na presença das citocinas recombinantes TGF-β e IL-4

e estimulação com anti-CD3 e anti-CD28. As VEs liberadas pelas células tumorais

B16 foram isoladas por ultracentrifugação e adicionadas às culturas de células T

polarizadas para o perfil Th9 na concentração de 5x107 partículas para cada 104

células T (OKOYE et al 2014). De maneira interessante, após a adição de VEs B16

controle as células deixaram de produzir IL-9 e passaram a expressar o fator de

transcrição Foxp3, característico das células T reguladoras (Tregs) (Fig. 7A-C). Na

presença de EVs liberadas por células B16 cultivadas na presença de CSEM a

expressão de Foxp3 foi ainda mais significativa (Fig. 7 C).
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Figura 7. Efeito das vesículas extracelulares liberadas pelas células tumorais

B16 na plasticidade de células T CD4+. Células T naives CD4+CD62LhiCD44lo

foram isoladas de camundongos C57/BL6 e foram polarizadas para o padrão Th9

por 3 dias na presença de vesículas extracelulares (EVs) provenientes de células da

linhagem tumoral B16 cultivadas ou não na presença de meio enriquecido com a

fumaça do cigarro (CSEM). Células polarizadas na ausência de EVs foram utilizadas

como controle. (A) Painel representativo da diferenciação de células Th9. (B)

percentagem de células CD4+IL-9+. (C) Percentagem de células CD4+Foxp3+. Os

dados são apresentados como média ± s.e.m., n=3/grupo, representativo de 2

experimentos. *p<0.05, obtido por ANOVA seguido por teste de Bonferroni em

relação ao grupo Th9 e #p<0.05, obtido por ANOVA seguido por teste de Bonferroni

em a Th9 + EVs B16.
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4.6 A exposição à fumaça do cigarro aumenta a expressão e ativação do

receptor AhR

A ativação de AhR está envolvida na modulação de microRNAs extracelulares e na

expressão de PD-L1 (DONATE et al, 2021; WANG et al, 2019). Na tentativa de

desvendar o mecanismo pelo qual a exposição à fumaça do cigarro modula a

expressão de microRNAs e promove aumento da progressão tumoral, avaliamos a

expressão dos genes Ahr e Cyp1a1 por PCR em tempo real.

Na presença de componentes da fumaça de cigarro observamos um aumento

significativo na expressão de ambos os genes (Fig. 8). Ressaltamos, que o aumento

na expressão de Cyp1a1 (Fig. 8 B), gene do citocromo P450 envolvido com o

metabolismo de xenobióticos, indica uma ativação do receptor AhR, o que sugere

que este receptor pode estar envolvido com aumento na expressão de PD-L1, de

alguns microRNAs (miR-16, miR-125, miR-320a e miR-210) e da progressão tumoral

descritos anteriormente. No entanto, mais experimentos serão conduzidos para

confirmar essa relação.
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Figura 8. A exposição de células B16 ao meio enriquecido com a fumaça do cigarro

aumenta a expressão de Ahr e Cyp1a1. (A) Gráfico ilustrativo da expressão relativa de

Ahr. (B) Gráfico ilustrativo da expressão relativa de Cy1a1. A expressão gênica foi avaliada

em relação ao controle. Os dados são apresentados como média ± s.e.m., n=3/grupo,

representativo de 2 experimentos. *p<0.05, obtido por por teste t não pareado em

relação ao grupo B16 controle.

4.7 A exposição à fumaça do cigarro acelera o crescimento do câncer de

mama murino

Os dados descritos até o momento, demonstraram os efeitos da exposição à

fumaça do cigarro no modelo de melanoma. A fim de investigarmos se os resultados

obtidos não se restringem a esse modelo, utilizamos uma metodologia similar para

avaliar os efeitos da fumaça do cigarro em modelo experimental de câncer mama

(Fig. 9 A). De maneira interessante, observamos que a prévia exposição de células

4T1 a componentes da fumaça do cigarro foi capaz de promover um aumento

significativo do crescimento tumoral também nesse modelo. Esse resultado abre
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perspectiva para novos estudos acerca da influência do tabagismo no

desenvolvimento de diferentes tipos de câncer além dos tumores de pulmão e do

trato digestório superior já comumente associados.

Figura 9. Exposição à fumaça do cigarro promove crescimento de tumor de mama

4T1. (A) Esquema ilustrativo do delineamento experimental. Células de câncer de

mama 4T1 foram cultivadas em meio enriquecido com a fumaça do cigarro (CSEM)

ou RPMI controle por 48 h, em seguida 1x106 células foram injetadas em animais

BALB/C pela via subcutânea para indução do modelo experimental de câncer de

mama (n= 5 por grupo experimental). (B) Volume tumoral ± SEM por indivíduo. (C)

Gráfico da AUC (do inglês - area under the curve - AUC). Os dados são

apresentados como média ± s.e.m. *p< 0.05 significativo analisado por teste t não

pareado.

5. Discussão

O tabagismo é bem caracterizado por sua função carcinogênica e

mutagênica, pois os compostos encontrados no cigarro possuem alto efeito

mutagênico. Sendo assim já é bem descrito que esse hábito está correlacionado

com aumento do risco de desenvolver câncer no trato respiratório e digestório
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superior (JAYANT et al.,1977). Embora existam relatos descrevendo que tabagistas

apresentam maior incidência de câncer de mama e pior prognóstico clínico em

casos de melanoma, ainda é pouco explorada a contribuição da exposição ao

cigarro na progressão desses cânceres que não são correlacionados diretamente

com o tabagismo (LEONARDI et al., 2018; RANDOLPH, 2011). Dessa forma, no

presente estudo avaliamos se a exposição à fumaça do cigarro promoveria a

progressão tumoral em modelos de melanoma e câncer de mama.

Foi observado que a exposição à fumaça do cigarro promoveu aumento do

volume tumoral em ambos os modelos estudados. Além disso, in vitro

demonstramos que essa exposição resulta no aumento da expressão da proteína

PD-L1. O PD-L1 é expresso nas células tumorais e células apresentadoras de

antígeno e quando se liga ao receptor de morte programada 1 (PD-1) expresso em

linfócitos promove a inativação das funções efetoras antitumorais dessas células

(JIANG et al., 2019). Corroborando com nossos achados, Cao e colaboradores

(2017) observaram uma correlação positiva entre a expressão de PD-L1 e o tempo

de tabagismo em pacientes acometidos pelo carcinoma de pulmão de células não

pequenas (do-inglês - non – small cell lung cancer – NSCLC) (CAO et al., 2017). Em

outro estudo, Stabile e colaboradores (2020) avaliaram em modelo de câncer de

pulmão a associação positiva entre a exposição à fumaça do cigarro e aumento da

expressão de PD-L1. No entanto, essa associação em outros tipos de câncer como

melanoma e câncer de mama ainda é pouco explorada (STABILE et al., 2021).

Por muito tempo o foco dos estudos acerca da relação cigarro/câncer foi

centrada no potencial mutagênico e carcinogênico do cigarro (SOBUS; WARREN,
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2014). Embora essa abordagem tenha produzido notáveis avanços para o

entendimento do processo de transformação maligna de células normais, o efeito do

tabagismo sobre as células presentes nos tumores ainda permanece pouco

explorado. Sabe-se hoje que os cânceres são tecidos complexos compostos por

populações heterogêneas de células neoplásicas, fibroblastos, células endoteliais e

imunológicas que coletivamente compõem o TME (BALKWILL; HAGEMANN, 2012).

Na última década, tornou-se claro que a interação molecular e celular heterotópica

entre o tumor e as células circundantes no TME molda o escape imunológico e a

progressão tumoral com destaque para a interação PD-L1/PD1(JIANG et al., 2019).

Nesse cenário, a pesquisa e o tratamento do câncer mudaram de um modelo

centrado em células cancerígenas para um modelo centrado em TME (HINSHAW;

SHEVDE, 2019). Assim, a comunicação celular no TME passou a ser um processo

importante para o escape imune e progressão tumoral. Há diferentes mecanismos

de comunicação celular no TME, que podem envolver o contato célula-célula e a

liberação de moléculas mediadoras como as VEs. No presente estudo nós

caracterizamos as VEs liberadas pelas células de melanoma murino B16 quando

expostas a componentes da fumaça de cigarro. Embora não tenham sido

observadas alterações no tamanho e concentração, foram identificadas mudanças

no conteúdo dessas VEs.

As VEs liberadas pelas células são importantes carreadoras de informações

que estão associadas a progressão tumoral, como por exemplo, o transporte de

microRNAs que contribuem para metástase e imunossupressão (YIN, Y. et al.,

2014). Dessa forma, avaliamos a expressão de microRNAs liberados pelas células

B16 quando expostas ou não à fumaça do cigarro. De forma interessante
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observamos aumento intracelular dos microRNAs miR-125a e miR-16, enquanto nas

vesículas houve aumento do miR-16, miR-320a e do miR-210.

O microRNA 320a é descrito como um fator de risco para o desenvolvimento

de câncer de pulmão e contribui para polarização de macrófagos reguladores do tipo

M2 em pacientes fumantes (FOTUNATO et al, 2018). Entretanto, não há descrição

de sua função em melanoma o que torna nossos dados inéditos. O miR-210 é um

microRNA extracelular que contribui com o processo de metástase e promoção da

exaustão de células CD8 citotóxicas (NOMAN et al., 2016). Dessa forma, a alta

expressão do miR-210 poderia contribuir para maior progressão tumoral observada

nos modelos murinos de melanoma. Adicionalmente, também observamos o

aumento da expressão do miR-16. Esse microRNA é bem descrito como regulador

das células Th9 conhecidas por seu potencial antitumoral (SINGH Y et al 2016).

Confirmando essa função, observamos que as EVs de B16 promoveram a redução

na produção de IL-9 e aumento da expressão de Foxp3 nas células Th9, o aumento

de Foxp3 foi exacerbado na condição EVs B16 cultivadas com o CSEM. Esses

dados sugerem que essas EVs contendo o miR16 poderiam modular a resposta

imune antitumoral favorecendo o escape a imunovigilância aumentando as

populações de células Tregs no TME.

Com a finalidade de identificar o mecanismo biológico responsável pelo

aumento na expressão diferencial de PD-L1 e dos microRNAs (miR-16, miR210,

miR-320a), avaliamos a expressão e ativação do receptor Ahr. O AhR é um sensor

intracelular de poluentes, entre eles os presentes na fumaça do cigarro.

Recentemente, um trabalho do nosso grupo demonstrou que componentes da
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fumaça do cigarro ativam o receptor AhR em células Th17 induzindo a expressão de

microRNAs específicos liberados por essas células (DONATE et al, 2021). De

maneira similar também que a exposição a componentes da fumaça do cigarro em

células B16 também ativou esse receptor. Desse modo, hipotetizamos que a

ativação do AhR pode estar envolvida nos fenômenos acima descritos. No entanto,

ainda precisamos confirmar essa relação por meio da modulação farmacológica ou

genética do AhR nas células B16.

6. Conclusão

No presente estudo, podemos concluir que a exposição à fumaça do cigarro

promove a progressão tumoral possivelmente através da modulação da expressão

de PD-L1 e da liberação de microRNAs imunoreguladores
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Fig.10. Exposição à fumaça do cigarro promove a progressão tumoral. (A).

animais com melanoma não expostos à fumaça do cigarro. B. Animais com

melanoma expostos à fumaça do cigarro. A sigla C.F.C indica componentes da

fumaça do cigarro C. Componentes da fumaça do cigarro ativam o AhR e induzem

ativação da a sinalização mediada por Cyp1a1, possivelmente essa via induz

aumento da expressão de PD-L1 e a modulação na expressão de microRNAs intra e

extracelulares de vesículas extracelulares contendo microRNAs com potencial

imunomodulador. Imagem criada com Biorender. Acesso em: 15/07/2021 BioRender
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