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RESUMO

LIMA, JA. Estabelecimento de modelo de co-cultura 3D entre linhagens de cancer de pulméao
de ndo pequenas células e linfécitos T CD8* tratados com anti-PD-1 e anti-PD-L1. Dissertagao
(Mestrado). Barretos: Hospital de Amor; 2024.

INTRODUCAO: A imunoterapia tem revolucionado o tratamento do cancer de pulm3o de n3o
pequenas células (CPNPC), especialmente com o uso de inibidores do checkpoint imunoldgico
anti-PD-1 e anti-PD-L1. No entanto, a eficacia desses tratamentos varia entre os pacientes,
destacando a necessidade de modelos pré-clinicos que possam prever melhor a resposta ao
tratamento, além de auxiliar na triagem de medicamentos. Sendo os modelos de co-cultura 3D
mais preditivos do que os modelos 2D pois mimetizam melhor o microambiente tumoral,
permitindo interacdes celulares mais realistas. Ao capturar a complexidade do estroma e das
interacBes tumorais, esses modelos proporcionam resultados mais préximos ao observado in
vivo, especialmente no que se refere a resposta aos inibidores de checkpoint imunoldgico.
OBJETIVO: Estabelecer modelos de co-cultura 3D entre linhagens celulares de CPNPC e
linfécitos provenientes de sangue periférico de individuos saudaveis e avaliar sua interacdo
guando tratados com inibidores de checkpoint imunolégico. METODOLOGIA: Realizamos um
screening da expressdo de PD-L1 nas diferentes linhagens de CPNPC por Western Blotting e
Imuno-histoquimica. O modelo de co-cultura 3D foi estabelecido utilizando-se placas de baixa
fixacdo, os leucdcitos provenientes de doadores saudaveis foram isolados a partir de filtros de
leucodeplecdo utilizados durante as doagbes de sangue (Hemonducleo), e os linfocitos T CD8*
foram isolados por selecdo negativa e ativados por beads magnéticas contendo CD3/CD28. As
laminas histoldgicas foram padronizadas através de criocortes, a fim de visualizar a infiltracdo
por linfécitos nos esferoides. Apds o tratamento do modelo 3D de co-cultura com anti-PD-1 e
anti-PD-L1, as interacBes entre as células foram analisadas por meio de analise de imagens e
guantificacdo do halo linfocitario, em microscépio. RESULTADOS: Nado observamos diferencas
entre os tratamentos com anti-PD-1 e anti-PD-L1 nas linhagens H358 e H292, contudo, ambos
os tratamentos induziram o aumento do halo linfocitario em comparacdo ao controle sem
tratamento. Notavelmente, as linhagens H358 e H292, com expressdo positiva e negativa de
PD-L1, respectivamente, apresentaram tamanhos distintos do halo linfocitario ao tratamento
com Durvalumab nas concentragdes de 150pM e 100pM, sugerindo uma possivel influéncia da
expressdo de PD-L1 na eficacia terapéutica. CONCLUSAO: Estabelecemos um modelo de co-
cultura 3D, entre linhagens tumorais e linfocitos T CD8", caracterizado por sua simplicidade e
reprodutibilidade. Os resultados obtidos evidenciam a capacidade do modelo em promover
uma resposta imunoldgica frente ao tratamento com inibidores de checkpoint imunoldgico.
Desta forma, este modelo tem potencial para auxiliar no desenvolvimento de novas terapias, e
na otimizacdo de estratégias terapéuticas combinadas.

Palavras chaves: imunoterapia; co-cultura 3D; inibidores de checkpoint imunolégico.



ABSTRACT

LIMA, JA. Establishment of a 3D co-culture model between non-small cell lung cancer cell lines
and CD8* T lymphocytes treated with anti-PD-1 and anti-PD-L1. Dissertation (Master’s degree).
Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2024.

INTRODUCTION: Immunotherapy has revolutionized the treatment of non-small cell lung
cancer (NSCLC), especially with the use of immune checkpoint inhibitors targeting PD-1 and PD-
L1. However, the effectiveness of these treatments varies among patients, highlighting the need
for preclinical models that can better predict treatment response. OBJECTIVE: To establish 3D
co-culture models between NSCLC cell lines and lymphocytes derived from peripheral blood of
healthy individuals and to evaluate their interaction when treated with immune checkpoint
inhibitors. METHODOLOGY: We performed a screening of PD-L1 expression in different NSCLC
cell lines (Western Blotting and Immunohistochemistry). The 3D co-culture model was
established using low-binding plates, and leukocytes from healthy donors were isolated from
leukodepletion filters, with CD8+ T lymphocytes isolated and activated by magnetic beads.
Histological slides were standardized by cryosectioning. After treatment of the 3D co-culture
model with anti-PD-1 and anti-PD-L1, cell interactions were analyzed by image analysis and
guantification of the lymphocytic halo. RESULTS: No differences were observed between
treatments with anti-PD-1 and anti-PD-L1; however, both treatments induced an increase in the
lymphocytic halo compared to the untreated control group. Notably, the H358 and H292 cell
lines, with positive and negative PD-L1 expression, respectively, showed distinct responses to
the treatments, suggesting a possible influence of PD-L1 expression on therapeutic efficacy.
CONCLUSION: We established a 3D co-culture model between tumor cell lines and CD8+ T
lymphocytes, characterized by its simplicity and reproducibility. The results obtained
demonstrate the model's ability to promote an immune response to treatment with immune
checkpoint inhibitors. Thus, this model has the potential to assist in the development of new
therapies and optimization of combined therapeutic strategies.

Keywords: immunotherapy, 3D co-culture, immune checkpoint inhibitors.
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INTRODUCAO
1.1 Modelos pré-clinicos

O desenvolvimento de novos medicamentos para o cancer envolve um custo
significativo, variando de USS 0,5 bilhdo a USS 2 bilhdes, e um extenso periodo de cerca de 12
anos, desde a selecdo inicial de um composto promissor até a aprovagdo para uso clinico. Este
processo inclui ensaios pré-clinicos seguidos por ensaios clinicos em humanos, buscando validar

e obter a aprovacdo para o tratamento de doencas ¥ 2.

Os modelos pré-clinicos sdo fundamentais nos estagios iniciais do desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento dos tumores, uma vez que constituem a etapa de avaliacdo da
eficidcia e seguranca de novos compostos antes que avancem para ensaios clinicos em
humanos. Entretanto, a grande maioria dos medicamentos com resultados pré-clinicos
favordveis falham subsequentemente em ensaios clinicos em humanos, sendo a taxa de

aprovacao final pela FDA (Food and Drug Administration), de 5 a 7% 2.

Em parte, o fracasso das terapias em alcancar eficdcia nos ensaios clinicos pode ser
explicado devido a variabilidade de fatores presentes nos pacientes em relacdo a simplicidade
dos modelos pré-clinicos, que incluem os ensaios de cultura celular e os testes em modelos
animais. Entre as variabilidades estdo anomalias genéticas, microambiente tumoral, potencial
metastatico in vivo, metabolismo do medicamento e respostas imunoldgicas do hospedeiro.
Além disso, os hordrios e métodos de administracdo, a dosagem e as interagdes entre terapias
combinadas, variam significativamente em humanos em comparacdo com as linhagens

celulares e os modelos animais3.

Assim, a escolha correta de modelos pré-clinicos em cada estagio é vital para o sucesso
do empreendimento de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, resultando em um
maior beneficio para o paciente e medicamentos mais rentdveis. Para isso, € necessario
primeiro o desenvolvimento de novos modelos pré-clinicos, mais representativos da biologia
tumoral humana, os quais possam atuar como melhores preditores de sucesso em ensaios

clinicos®.

Entre os modelos pré-clinicos, destacam-se os modelos in vitro, que incluem linhagens

celulares derivadas de tumores humanos, propagadas em cultura bidimensional (2D) e modelos
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tridimensionais (3D). Os ensaios utilizando cultura de células representam uma etapa crucial no
processo de descoberta de medicamentos, proporcionando uma alternativa mais agil e

econdmica em comparagdo aos testes em animais em larga escala e com alto custo™ ®.

Embora a cultura 2D forneca informagdes importantes sobre potenciais agentes
antitumorais nos estagios iniciais do desenvolvimento de drogas, este modelo carece de
caracteristicas essenciais para recapitular a fisiologia tridimensional in vivo, ou seja, interacdes
espaciais célula-célula, contato com a matriz extracelular (MEC), demanda metabdlica,
gradientes de nutrientes, penetracdo de drogas que ocorrem in vivo, aumento da hipdxia devido
ao crescimento da massa tumoral e efeitos do microambiente tumoral® 78, Como resultado, os
testes de cultura de células 2D as vezes fornecem dados enganosos e ndo preditivos para

respostas in vivo® (Tabela 1).

Tabela 1. Principais diferencas nas caracteristicas e processos celulares em sistemas de cultura

bidimensionais e tridimensionais. Adaptado de Edmondson et al. 2014°,

Caracteristicas 2D 3D
celulares
Morfologia Celulas planas e esticadas Forma natural em estruturas

em monocamada

esferdides/agregadas

Proliferacao

Muitas vezes proliferam a
uma taxa mais rapida do
gue in vivo

Pode proliferar a uma taxa
mais rapida/lenta em
comparacdo com células
cultivadas em 2D,
dependendo do tipo de célula
e/ou tipo de sistema de
modelo 3D

Exposi¢ao a
meios/drogas

As células em monocamada
sdo igualmente expostas a
nutrientes/fatores de
crescimento/drogas que sdo
distribuidas no meio de
crescimento

Nutrientes e fatores de
crescimento ou
medicamentos podem ndo
conseguir penetrar
totalmente no esferdide,
atingindo células proximas ao
nucleo

Estagio do ciclo celular

E provével que mais células
estejam no mesmo estagio
do ciclo celular devido a

Os esferéides contém células
em proliferacdo, quiescentes,
hipdxicas e necroticas
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serem igualmente expostas

ao meio
Expressao Muitas vezes exibem niveis As células frequentemente
genética/proteica diferenciais de expressdao de | exibem perfis de expressao
genes e proteinas em génica/proteica mais
comparacao com modelos semelhantes aos das origens
in vivo teciduais in vivo
As células muitas vezes As células sdo
cedem ao tratamento e os frequentemente mais
Sensibilidade a medicamentos parecem ser | resistentes ao tratamento em
medicamentos muito eficazes comparacdo as de cultura 2D,

pois 0os medicamentos podem
ndo conseguir penetrar o
centro dos esferoides, sendo
muitas vezes melhores
preditores de respostas a

medicamentos in vivo

Desta forma, os modelos 3D denominados esferoides, mimetizam as condi¢cGes
fisiopatoldgicas semelhantes ao modelo in vivo, tornando-o uma excelente ferramenta para
testar a eficacia de medicamentos e avaliar novos compostos antitumorais®. Quando cultivadas
em sistemas de cultura 3D, as células formam agregados ou esferoides dentro de uma matriz
ou num meio de suspensdo. Nos esferoides celulares, as interacBes célula-célula e as interacdes
célula-MEC mimetizam de maneira fidedigna a fisiologia do in vivo, conferindo a morfologia
celular uma semelhancga notavel com sua forma natural no organismo. Além disso, os esferoides
3D sdo compostos por células em varios estagios, geralmente incluindo células em proliferagao,
guiescentes, apoptdticas, hipdxicas e necréticas. As camadas externas de um esferoide, que
estdo altamente expostas ao meio, sdo compostas principalmente por células vidveis e em
proliferacdo. As células centrais recebem menos oxigénio, fatores de crescimento e nutrientes
do meio e tendem a ficar em estado quiescente ou hipdxico. Essa heterogeneidade celular é

muito semelhante ao tecido in vivo® (Figura 1).



25

_ Residuos de CO:

<

03, nutrientes e fatores
de crescimento

-
>

Zona de proliferagao celular

Zona celular quiescente

Centro necrético

Figura 1. Diagrama esquematico de zonas tipicas de proliferacdo celular e centro necrético em
um esferoide 3D, e grafico de oxigenacdo, nutricdo e remocao de CO,. Adaptado de Edmondson
et al. 2014°,

A heterogeneidade tumoral refere-se a diversidade de células dentro de um tumor, que
pode variar em termos de caracteristicas genéticas, morfoldgicas e funcionais. Isso dificulta o
desenvolvimento de modelos pré-clinicos eficazes, pois muitas vezes os modelos ndo
conseguem capturar essa diversidade. As culturas celulares tumorais bidimensionais (2D),
embora amplamente usadas, ndo conseguem reproduzir essa complexidade estrutural e
interacGes celulares. Como resultado, essas culturas apresentam limitagdes, especialmente em
triagens de medicamentos, pois ndo refletem com precisdo como o tumor responde ao

tratamento no contexto de sua arquitetura e microambiente tridimensional®®.

Os tumores sdo heterogéneos e compreendem células malignas, células imunoldgicas
e microambiente dindmico contendo quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento. Este
cenario heterogéneo representa um desafio em constante crescimento no desenvolvimento de
modelos que possam capturar com precisao a diversidade do ecossistema tumoral e, portanto,
prever de forma confidvel como os tumores respondem ou desenvolvem resisténcia ao

tratamento®l.



26

Nesse contexto, os modelos de co-cultura se destacam entre 0s ensaios in vitro pois
permitem estudar a interacdo entre multiplas populacGes de células em uma condi¢cdo mais
semelhante a fisiolégica, quando comparada a monoculturas® 1> 3. O desenvolvimento de
modelos de co-cultura no contexto de pesquisa na area oncoldgica torna-se interessante, por
exemplo, entre linhagens tumorais e linfocitos. Modelos in vitro que refletem a complexidade
da interagdo entre o sistema imunoldgico e os tumores sdo limitados e dificeis de estabelecer.
Entretanto, tais métodos tém o potencial para se tornar ferramenta de triagem no uso de

imunoterapiast416,

1.2 Imunoterapia
A imunoterapia é um tratamento inovador que consiste na modula¢do do sistema
imunoldgico, fortalecendo-o e permitindo que ele possa reconhecer e destruir as células
tumorais, e/ou atingir estas células de modo a parar ou desacelerar seu crescimento, impedindo

que se disseminem para outras partes do corpo, evitando assim a formacdo de metastases'’ 18,

No microambiente tumoral o sistema imunoldgico age reconhecendo e eliminando as células
malignas, com destaque para os linfécitos T que exercem papel fundamental devido sua
capacidade de infiltrar tumores sélidos, sendo amplamente aceito que a infiltracdo de células
imunes pode impactar o tumor e atuar como indicador prognéstico'®?%. Os linfdcitos T CD8*,
em especial, possuem mecanismo de agdo antitumoral e exercem funcgdo citotdxica antigeno-
especifico, eles reconhecem as células tumorais e secretam granzima B (GZMB) e perforina

(PRF1) promovendo a apoptose e morte celular??.

Entre as imunoterapias disponiveis, estdo os inibidores do checkpoint imunolégico
(ICls), sendo o pioneiro desenvolvido em 2011, o ipilimumabe que é um anticorpo monoclonal
(mAb) que tem como alvo o antigeno 4 do linfécito T citotdxico (CTLA-4). Nos Ultimos anos,
novos mAbs inibidores de checkpoint que visam a morte celular programada 1 (PD-1) ou seu

ligante, ligante PD-1 (PD-L1) foram desenvolvidas e aprovadas para o uso clinico®.

Em especial os ICls anti-PD-1/PD-L1 revolucionaram a forma com que pacientes com
cancer de pulmao de ndo pequenas células (CPNPC) sdo tratados, isso se torna evidente pelo

fato de que os inibidores de checkpoint atualmente fazem parte do conjunto de medidas de
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tratamento de CPNPC em estadiamento avancado, como nos estadios Il e IV?4. Os ICls tém a
funcdo de restaurar as respostas antitumorais das células T, bloqueando a inibicdo da ativacdo
dos linfocitos T?4. Exemplos de inibidores do checkpoint aprovados para o tratamento do cancer
de pulmao de ndo pequenas células sdo: anti-PD-1 nivolumabe (IgG humana), pembrolizumabe
(IgG4 humanizado) e cemiplimabe (IgG4 humano), anti-PD-L1 atezolizumabe (IgG1 humano),

durvalumabe (IgG1 humana projetada) e anti-CTLA-4 ipilimumabe (IgG1 humana)?>?’.

Fisiologicamente, as moléculas do checkpoint tém funcdo de manter a auto tolerancia
do sistema imune, ou seja, inibindo a ativacdo excessiva das células T apds o reconhecimento
de antigenos préprios, evitando assim o ataque imunoldgico a células saudaveis?3. Para isso, as
proteinas do checkpoint iniciam vias de sinalizacdo que inibem a ativacdo dos linfécitos T. Entre
tais proteinas estd o PD-1 que é um receptor de superficie celular co-inibitdrio expresso em
varios tipos de células imunes, como os linfécitos T, B e células NK, e se liga aos ligantes PD-L1
e PD-L2, essa interagdo torna o linfécito T anérgico. A interagdo PD-1/PD-L1 ativa um sinal que
inibe a ativacdo e proliferacdo de linfocitos T mediados pelo complexo proteico do receptor de
células T (em inglés T-cell receptor, sigla TCR), que suprime a secrecdo de citocinas, como IFN-y
e IL-2, e promove apoptose dos linfécitos T citotdxicos e a diferenciacdo em linfécitos T
reguladores?®. O PD-L1 é expresso em vdrios tipos de tecidos, incluindo células tumorais,

enquanto PD-L2 é expresso principalmente em células hematopoiéticas?®31.

Com o desenvolvimento do cancer as células tumorais evoluem para escapar da
destruicdo imunoldgica através de mecanismos que mimetizam a tolerancia imune periférica3?.
Um exemplo deste mecanismo é o aumento da expressao de PD-L1 na superficie das células
tumorais, que, ao se ligar com PD-1 nas células T, inibe a sua funcdo efetora, impedindo-as de
destruir o tumor, mesmo apds o reconhecimento como uma célula estranha. Sendo assim,
bloquear as interacdes PD-1/PD-L1 com anticorpos monoclonais e promover a ativacdo de

linfocitos T é uma estratégia promissora para a destruicdo das células tumorais?3.

Os resultados dos tratamentos com inibidores de checkpoint imunolégico nos ultimos
anos tém demonstrado aumento da sobrevida de pacientes com CPNPC, contudo, as taxas de
resposta ao tratamento sdo de cerca de 20%, o beneficio, portanto, tem sido observado em

apenas um subconjunto de pacientes, e a resisténcia secundaria € comum entre aqueles que
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responderam inicialmente sendo assim, ainda existem desafios consideraveis para

compreender por que certos pacientes ndo respondem ao tratamento 3% 33,

A resisténcia primaria define o grupo de pacientes que ndo se beneficiam da
imunoterapia devido a auséncia de resposta inicial ao tratamento. Enquanto a resisténcia
secundaria se trata de pacientes que responderam inicialmente ao tratamento contudo,
recidivaram apds um periodo de resposta. Os mecanismos extrinsecos conhecidos de
resisténcia a imunoterapia incluem CTLA-4, PD-1 e outras moléculas do checkpoint imunoldégico,
exaustdo de linfécitos T, presenca de populacdes de células imunossupressoras (Tregs,
macréfagos do tipo 1) e liberagdo de citocinas e metabdlitos no microambiente tumoral®*.
Destacando a necessidade de identificar mecanismos de imunossupressado, incluindo aqueles
presentes no microambiente tumoral, que tem a capacidade de afetar a eficacia da

imunoterapia® 3°.

As interacOes entre célula-célula e célula-matriz, envolvendo células tumorais,
estromais e imunes, exercem papel fundamental durante todo o desenvolvimento do cancer.
Além disso, tais interacles estdo diretamente relacionadas com o progndstico do paciente e na
resposta terapéutica. Ha, portanto, a necessidade de entender os efeitos da imunoterapia
dentro do microambiente tumoral, levando a abordagens mais eficazes e aproveitando todo o
potencial do microambiente tumoral como alvo terapéutico. Sendo interessante portanto, o
desenvolvimento de métodos que permitam estudar a interagdo entre sistema imunoldégico e

tumor® 14,

2. JUSTIFICATIVA
Os protocolos atuais de co-cultura entre células tumorais e imunes apresentam
inimeras etapas de preparo, e podem variar de acordo com o tipo e maneira que as células
imunes foram obtidas. Outro fato conflitante entre os protocolos atuais disponiveis pode ser
atribuido a razdo célula/célula usadas nas construcGes destes modelos mais complexos. De fato,
as vantagens sobre o uso de modelos que mimetizam o microambiente tumoral se sobressaem
sobre modelos em monocamada, por permitirem a uma analise mais profunda das interacdes

entre estas células e vém sendo amplamente usadas em fases iniciais no desenvolvimento de
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novas imunoterapias, como terapia com células CAR-T, vacinas contra o cancer e terapia com

inibidores de checkpoint.

Desta forma, este trabalho justifica-se devido a necessidade de modelos pré-clinicos que
permitam a analise da interacdo entre tumor e sistema imunoldgico, fornecendo uma
ferramenta de triagem no uso de imunoterapias e no desenvolvimento de novos medicamentos

e que facilita a avaliacdo da resposta imune ao cancer em etapas pré-clinicas.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Estabelecer modelos de co-cultura 3D entre linhagens celulares de CPNPC e linfocitos

provenientes de sangue periférico de individuos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a expressdo de PD-L1 nas linhagens celulares de CPNPC;

v’ Estabelecer modelos de co-cultura 3D entre linhagens celulares de CPNPC e linfocitos
provenientes de sangue periférico de individuos saudaveis;

v’ Tratar as co-culturas com os imunoterapicos anti-PD-1/PD-L1.

4. METODOS
O estudo foi aceito pelo CEP sob nimero CEP-HCB 2270/2021. O desenho do presente

estudo esta representado na Figura 1.
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Figura 2. Delineamento do estudo. Selecdo de linhagens celulares com expressdo positiva e
negativa de PD-L1, isolamento de subpopulacdes especificas de leucdcitos provenientes de
doadores saudaveis e estabelecimento de modelos de co-culturas. Apds modelos
estabelecidos, seguimos com o tratamento destes modelos de co-cultura com inibidores do
checkpoint imunoldgico (anti-PD-L1 e anti-PD-1).

4.1 Screening das linhagens tumorais para expressao de PD-L1

Foi realizado um screening avaliando a expressdo de PD-L1 nas diferentes linhagens de
CPNPC, disponiveis no banco de células do Hospital de Amor, através da técnica de Western
Blotting e Imunocitoquimica para selecdo das linhagens que sejam positivas e negativas para
este marcador.

Apds obtencdo do pellet celular das linhagens de interesse, foi realizado a extracdo das
proteinas e a quantificacdo total usando o método de Bradford. Resumidamente, para a técnica
de Western Blotting, os lisados celulares (20 ug de proteina) foram visualizados em 10% SDS-
PAGE e transferido para membranas de nitrocelulose em TransBlot Turbo transfer (BioRad) e
incubadas em leite em p6 desnatado a 5% em TBS-T por 1 h a temperatura ambiente antes da
incubacdo overnight com anticorpos primarios anti-PD-L1(Abcam #ab205921) com diluicdo de

1:1000, e B-actina (Cell Signaling) com diluicdo de 1:1000 para controle, a 49C diluidos em BSA.
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O anticorpo secundario foi incubado por 1h em leite desnatado em temperatura ambiente na
diluicdo de 1:1000, e a deteccdo feita com ECL Western Blot Reagents no ImageQuant mini
automatico LAS4000 (GE Healthcare).

A gquantificacdo por densitometria dos resultados obtidos através da técnica de western
blotting foi realizada pelo software ImagelJ através dos plugins analyze — gels — select first line e
novamente analyze — gels — plot lanes — a ferramenta “Straight” foi utilizada para delimitar os
picos do grafico, a fim de individualizar as bandas, seguido pelo uso da ferramenta “Wand”. Por
fim, a quantificacdo de PD-L1 foi normalizada pela quantificacdo da B-actina.

Na realizacdo da imuno-histoquimica, empregou-se a técnica de Cell Block para as
linhagens CPCNP. Inicialmente, os pellets das linhagens celulares foram incorporados em gel de
agarose, e posteriormente, esse conjunto de agarose e pellet celular foi incluido em parafina,
seguido pelo processo de corte em microtomo. Na etapa especifica da imuno-histoquimica, as
laminas foram desparafinizadas e reidratadas, procedimento seguido pela recuperacdo
antigénica e blogueio da peroxidase enddgena. Posteriormente, realizou-se o bloqueio proteico
e aincubacdo de 50 plL do anticorpo primario PD-L1 (Dako) overnight a 42C. Na fase de deteccado,
empregou-se 50 pL do reagente visualization HR, com incubacdo por 30 minutos. Este processo
foi sucedido pela incubacdo adicional de 2 minutos com DAB, seguida pela contra-coloragao
com hematoxilina. Como controle da reacdo foi utilizado tecido de linfonodo, positivos para a
marcacao de PD-L1.

Foi realizada a contagem de 100 células tumorais em cada lamina das linhagens de
CPCNP e dessas células foi considerada as positivas para marcacdo de PD-L1 em membrana
como exemplificado na Figura 3, utilizando a técnica de pontuagdo de propor¢do tumoral (TPS
do inglés Tumor Proportion Score), o resultado expressa a porcentagem de marcacdo de
membrana em células tumorais, sendo classificado em:

TPS <1%: Auséncia de expressao.

TPS 1- 49%: Baixa expressao.

TPS >50%: Alta express3o3°.
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@ Célula tumoral PD-L1 negativa @Célula imunoldgica PD-L1 negativa

@ Célula tumoral PD-L1 positiva @) Célula imunoldgica PD-L1 positiva

N2 de células tumorais PD-L1 positivas
x 100

S = N2 total de células tumorais vidveis

Figura 3. Calculo de TPS. Imagem esquematica da avaliagdo da
marcacao de PD-L1 em células tumorais. A pontuacdo de proporcdo
tumoral (TPS) é definida como o numero de células tumorais positivas
para PD-L1 dividido pelo nimero total de células tumorais vidveis
multiplicado por 100. Imagem adaptada de Ruiter, E.J. et al., 2020%”.

4.2 Cultivo linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens tumorais de cancer de pulmado de ndo pequenas células
depositadas no Banco de Células do Hospital de Amor. De maneira geral, as células foram
cultivadas em meio DMEM ou RPMI, suplementados com 10% de SFB (soro fetal bovino- Gibco)
e 1% de P/S (Penicilina/Streptomicina) em frascos de cultura e incubadas a 37°C, 5% de CO2 e
90% de umidade, até atingirem confluéncia. As linhagens foram autenticadas quanto ao perfil
de short tandem repeat (STR) e testadas quinzenalmente para a presenca de micoplasma,
seguindo as normas de boas praticas laboratoriais do Centro de Pesquisa em Oncologia

Molecular (CPOM) do Hospital de Amor.

4.3 Formagao de esferoide 3D
Quando as células atingiram 100% de confluéncia, elas foram desagregadas com

tripsina, seguido por centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
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e o pellet celular ressuspenso em meio de cultura. As células foram entdo contadas com auxilio
do contador automatico Countess (Thermo Scientific™) e para cada linhagem celular foi
semeada 20.000 células por pogo em 100 ul de meio RPMI completo (10% SFB e 1% P/S) para
a formacdo de esferoides usando microplacas de baixa fixacdo de 96 pocos Nunclon™ Sphera™

de fundo ultrabaixo (Thermo Scientific™).

4.4 Isolamento de leucécitos
O isolamento dos leucdcitos seguiu o protocolo previamente padronizado pelo grupo3.

O protocolo foi otimizado adaptando-o as necessidades especificas do modelo de co-cultura.

Sendo assim, os leucdcitos foram isolados a partir de filtros de leucodeplecdo que sdo
normalmente descartados durante a rotina do hemonucleo do Hospital de Amor. Os filtros de
leucodeplecdo sdo utilizados durante a doacdo de sangue total e doacdo de hemdcias por
aférese de individuos saudaveis, a fim de remover e ou reduzir a quantidade de leucécitos nos
componentes sanguineos.

Inicialmente cada mangueira do filtro de leucodeplecdo foi posicionada dentro de um tubo
Falcon de 50 mL no sentido contrario ao processamento da bolsa de sangue. Posteriormente,
cortou-se as extremidades das mangueiras, sendo que a primeira por¢cdao da mangueira a ser
cortada foi a que estava dentro do Falcon e, em seguida, a por¢do que estava para cima (Figura

4, etapas 1 a 3).

Utilizando-se uma seringa de 20 mL, adicionou-se 13 mL de meio RPMI-1640 (/nvitrogen),
com o objetivo de “lavar” o filtro para a retirada de todas as células que estavam em seu interior
(Figura 4, etapa 4). Em seguida foi injetado ar pela mangueira com a mesma seringa, a fim de
gue todo sangue que ainda estava dentro do filtro saisse, sendo necessario cessar a

transferéncia de ar para o filtro a partir da formacdo de espuma.
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Figura 4. Esquema ilustrando as etapas do
processamento dos filtros para isolamento de
PBMCs. 1) Cortou-se a extremidade da mangueira
no sentindo contrario ao processamento da bolsa de
sangue. 2) A primeira extremidade cortada foi
colocada dentro de um tubo Falcon. Fonte: Autora,
2022 (Criado com BioRender.com).

Em seguida, o volume total foi dividido em dois tubos Falcons de 50 mL, e adicionou-se 13
mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Bioscience). em cada tubo, removendo cuidadosamente a
pipeta sorolégica do pipetador, evitando que os liquidos se misturem, para isso deve-se
levantar a pipeta cuidadosamente e tampar a parte superior da pipeta com o dedo.

A mistura foi centrifugada a 2000 rpm por 20 minutos com desaceleracdo 3. Apds rotacdo
os tubos foram colocados de volta ao gabinete de seguranca, cuidadosamente, a fim de evitar

que as camadas se misturem. O sangue total foi separado em 4 camadas (Figura 5):

—— Plasma

— Células mononucleares

| (|

—— Ficoll

——  Eritrocitos

4

Figura 5. llustracdo das
camadas formadas apos
centrifugacdo de sangue com
Ficoll, para isolamento de
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PBMCs. Fonte: Autora, 2022
(Criado com BioRender.com).

Em seguida, aspirou-se metade do plasma restante de cada tubo usando uma pipeta
Pasteur de vidro acoplado a uma bomba a vacuo. Com uma pipeta P1000, foi coletado a camada
composta pelas células mononucleares e transferido para um Falcon 50 mL. Adicionou-se meio
RPMI (1% P/S) no Falcon até completar 50 mL. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por
10 minutos (desaceleragdo 9). Nessa etapa algumas amostras precisaram realizar a lise de

hemadcias, aquelas que ndo tiveram necessidade, deu-se continuidade do protocolo.

Caso precise de Lise:

Removeu-se o sobrenadante e em seguida preparou-se 5 mL de solucdo de lysing buffer
(BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer) 1:10, em d4gua mili-Q autoclavada, para cada tubo.
Ressupendeu-se o pellet com 5 mL da solucdo e foi realizado a incubacdo por 3 minutos. A
inativacdo da reagdo foi realizada com meio RPMI completo, até o volume de 50 mL, seguido

por centrifugacdao a 2000 rpm por 10 minutos.

Caso ndo precise de Lise:

Por fim, foi descartado o sobrenadante, e realizado a suspensdo do pellet de células
mononucleares em 5 mL (podendo ser utilizado até 20 mL dependendo do tamanho do pellet)
de RPMI completo com pipeta soroldgica homogeneizando bem o tubo. Em seguida utilizando
uma pipeta P10, transferiu-se 10 uL de células para um tubo de 0,6 mL, adicionou-se 10 pL de
Azul de Tripan ao tubo de 0,6 mL, e por fim, foi realizada a homogeneizacdo e a transferéncia
de 10 pL da mistura para cdmara de Neubauer, para contagem de leucécitos totais (LT) no

microscopio foi utilizado o cdlculo abaixo:

x total
LT = ——— * 2 (fator diluicdo) * 10.000 * volume ressuspensdo (mL)
quadrantes

4.5 Isolamento de linfocitos T CD8*
Logo apods o isolamento das células mononucleares, os linfocitos citotdxicos foram
isolados com o kit de enriquecimento de linfécitos T CD8 humanos BD IMag™ que é utilizado

para a selecdo negativa de linfocitos T CD8 do sangue periférico. Para isso uma concentracao
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de 10 x 10° células mononucleares, obtidas a partir dos filtros de leucodeplec¢do, foram
ressuspensas em 1 mL de tampdo 1X BD IMag. Em seguida as células foram incubadas durante
15 minutos em temperatura ambiente em 50 ul do reagente de enriquecimento de linfécitos T
humanos biotinilados. As células marcadas foram lavadas em 1 mL de tampdo 1X BD IMag e
centrifugadas por 7 minutos a 1500 rpm, e o sobrenadante removido. Posteriormente as células
devem ser incubadas com o reagente BD IMag Streptavidin por 30 minutos em temperatura
ambiente, e lavadas com 450 ul de tampao 1X BD IMag. Por fim o conteldo deve ser transferido
para um tubo de ensaio de citometria e o tubo colocado no ima de separacdo de células/rack
magnética (posicdo vertical) por 8 minutos. O conteudo livre de células deve ser transferido
para um novo tubo de citometria. E o tubo contendo as beads deve ser lavado mais duas vezes
com tampao e incubado por 8 minutos na rack magnética. O conteudo final foi centrifugado e
o pellet ressuspenso em 500 ul de T Cell Media (RPMI-1640, 10% SFB, 1% L-glutamine, 1% Pen-
Strep, 1% HEPES e 1% NEAA), e por fim realizada a contagem de linfécitos citotdxicos totais por

camara de Neubauer.

4.6 Ativagao de linfécitos T CD8*

Para a ativacdo dos linfécitos foi utilizado o kit Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28 para expansao e ativacao de células T. Os linfocitos foram transferidos para poco de
placa de 12 pogcos com 1mL de meio de cultura T Cell Media, com 25 pul de reagente de ativacdo
para cada 1 x 10° de linfocitos T CD8* previamente isolados, juntamente com 1pl/mL

correspondendo a 50Ul de IL-2 Humana Recombinante BD Pharmingen™.

4.7 Co-cultura (linhagem celular tumoral + linfécitos T CD8*)
Ap0os 5 dias da formacdo dos esferoides em placas de baixa fixacdo com 20.000 células
tumorais e 48 horas apds a ativacdo dos linfocitos T CD8* foi realizada a co-cultura, como

representado na Figura 6.
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Figura 6 Imagem esquematica da formagdo da co-cultura entre linhagens
tumorais de cancer de pulmdo de ndo pequenas células e linfécitos T
CD8+ previamente ativados. No dia 0O, foi realizado o plagueamento de
20.000 células tumorais em placa de baixa fixacdo para a formacdo de
esferoides, no 32 dia foi realizado o isolamento e ativacdo de linfocitos T
CD8* e por fim no 52 dia o co-cultivo. Fonte: Autora, 2024 (Criado com
BioRender.com).

Para isso, os linfocitos T CD8* previamente ativados foram transferidos para tubos de
citometria, e em seguida para a rack magnética por 8 minutos, a fim de separar os linfocitos das
beads de ativacdo. Posteriormente foi realizado a contagem de linfocitos totais utilizando a
camara de Neubauer.

Removeu-se o0 meio de cultura dos esferoides, seguindo para o co-cultivo dos esferoides
tumorais com linfécitos citotéxicos em uma proporcao de célula tumoral para linfécitos de (5:1).
Sendo, portanto, plagueados 4.000 linfécitos T CD8* em 100 pl de meio T Cell Media, em cada

poco da placa de baixa fixacdo contendo os esferoides tumorais.

4.8 Cortes histolégicos do modelo 3D

Para a analise histoldgica, optou-se pela utilizacdo do procedimento de criocorte. Os
esferoides foram transferidos para um tubo microtubo de 0,6 mL e, em seguida, foram
adicionados 200 uL de eosina, incubando-se por um periodo de 10 minutos para torna-los
visiveis. Posteriormente aplicou-se o composto de incorporagdo para criosseccao O.C.T Tissue
Plus (Fisher HealthCare) no fundo de um blister. O blister foi entdo colocado em contato com

gelo seco e, assim que o composto atingiu uma tonalidade esbranquicada, foi retirado do
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contato com gelo seco e inserido O.CT até o topo do blister. Os esferoides foram
cuidadosamente pipetados no centro do blister, que foi rapidamente transferido para o gelo
seco e armazenado em freezer-802C por pelo menos 24 horas antes da realizacdo dos cortes.
Esse procedimento possibilitou a subsequente realizagdao do corte em criostato, e os cortes

foram realizados a 8um.

4.9 Infiltragdo dos linfécitos
Para analise da infiltracdo dos linfécitos nos esferoides, foi realizado o criocorte da co-

cultura, e em seguida a realizacdo da marcacdo de CD8 e CD3 por imuno-histoquimica.

Apds o criocorte as laminas foram mantidas em freezer-202C, para a realizacdo da
imuno-histoquimica foi realizado o blogueio proteico, seguido pela lavagem da lamina e
incubacdo de 50 pL do anticorpo primario CD3 e CD8 (Dako) por 1 hora a 42C. Na fase de
deteccdo, empregou-se 50 plL do reagente visualization HR, com incubagdo por 30 minutos. Este
processo foi sucedido pela incubacdo adicional de 2 minutos com DAB, seguida pela contra-

coloragdo com hematoxilina.

4.10 Analise da area e perimetro do modelo 3D

A drea e o perimetro dos esferoides foram calculados através do software Fiji (Fiji Is Just
Imagel). Inicialmente, a calibracdo da escala foi realizada utilizando o plugin Analyze — Set Scale,
no qual a escala daimagem obtida pelo microscépio foi selecionada. Posteriormente, a medig¢ao
do esferoide foi realizada utilizando os plugins Image — Adjust — Color Threshold — Analyze —

Analyze Particles.

A medicdo do halo linfocitario nos modelos de co-cultura 3D foi realizada utilizando o
software Image-Pro Plus. Primeiramente, foi realizada a calibracdo da escala utilizando o plugin
Measure — Calibration — Spatial — New — Image. Em seguida, as medicdes do halo linfocitario

foram conduzidas utilizando o plugin Measure — Measurements.
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4.11 Tratamento com inibidores do checkpoint imunoldgico

Para investigar o efeito do tratamento com anti-PD-L1 e anti-PD-1 nos modelos de co-
cultura com linhagem positiva e negativa para PD-L1, os modelos foram tratados com diferentes
concentragdes dos anticorpos. Para o tratamento com anti-PD-1 (Nivolumabe OPDIVO®),
utilizamos a concentracdo de IC50 relatada na revisdo de literatura, que foi de 1000 pM. Além
disso, testamos uma concentra¢do acima do IC50 (1500 pM) e uma concentracdo abaixo do
IC50 (500 pM) para avaliar possiveis efeitos dose-dependentes3?-42,

Enquanto para o tratamento com anti-PD-L1 (Durvalumabe IMFINZI®) foi utilizado o ICso
de 100 pM e testamos uma concentracdo acima do IC50 (150 pM) e uma concentracdo abaixo
do IC50 (50 pM)3% 42, os tratamentos foram realizados em triplicata como demonstrado na

Figura 7.

6
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Modelo de co-cultura 3D: esferoide
H292 + 4.000 linfécitos TCD8*

Figura 7. Desenho da placa utilizada para plagueamento da co-
cultura 3D e esquema das doses do tratamento com os inibidores
do checkpoint imunolégico anti-PD-1 e anti-PD-L1.

O primeiro tratamento foi realizado apds 48 horas da co-cultura, sendo adicionado as
concentracGes descritas anteriormente em um volume de 50 ul por poco. Apds 48 horas foi
realizado o segundo tratamento, e por fim, apds 48 horas realizado a coleta do sobrenadante,

como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Imagem esquematica do tempo de tratamento do modelo 3D de co-cultura entre
linhagens tumorais de CPCNP e linfécitos T CD8*. No 59 dia foi realizada a co-cultura, no 72 dia
foi realizado o primeiro tratamento com inibidores do checkpoint imunolégico, no 92 dia o
segundo tratamento e no 119 dia foi realizado a coleta de sobrenadante. Fonte: Autora, 2024
(Criado com BioRender.com).

4.12 Analise dos resultados

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8.0.2 para a digitacdo e andlise
estatistica dos dados. A normalidade foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk, enquanto a
comparacdo entre trés ou mais grupos foi realizada por meio do teste de ANOVA ONE-WAY. Para
andlises de comparac¢des multiplas, o teste de Tukey foi aplicado como pds-teste. Todos os

resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo das linhagens celulares de CPNPC
Das sete linhagens de CPNPC disponiveis no Banco de Células do Hospital de Cancer de

Barretos, cinco sdo de adenocarcinoma, uma de carcinoma de células escamosas e uma de
mucoepidermodide. Quatro delas apresentam mutacdes em genes como KRAS, PIK3CA, EGFR,
TP53 e RET, nenhuma apresentou mutacao para os genes NRAS, ERBB2, ALK, ROS1, BRAF, e MET
e duas apresentam genotipo selvagem, ou seja, sem mutacdo para estes genes analisados

(Tabela 2).
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Tabela 2. Linhagens celulares de CPNPC avaliadas: A549, H358, H1975, HCC827, SKMES1, COR-
L105, NCI-H292. Histologia correspondente e status de mutacdo para os genes KRAS, NRAS,

PIK3CA, EGFR, ERBB2, ALK, ROS1, BRAF, TP53, RET e MET.

Linhagem | A549 | H358 H1975 HCC827 | SKMES1 | COR-L105 | H292
Histologia AD AD AD AD CCE AD ME
KRAS | p.G12S | p.G12C WT WT WT WT WT
NRAS WT WT WT WT WT WT WT
o | PIK3CA | WT WT p.G118D WT WT WT WT
‘S | EGFR WT WT | L858R+T790M | Del19 WT WT WT
*g ERBB2 | WT WT WT WT WT WT WT
g | ALK WT WT WT WT WT WT WT
@ | ROSI WT WT WT WT WT WT WT
® | BRAF WT WT WT WT WT WT WT
“ | 7P53 WT WT p.R273H v218del | p.E298X WT WT
RET WT WT WT N723S | M1109T WT WT
MET WT WT WT WT WT WT WT

WT: Wild-Type (do inglés, selvagem). AD: Adenocarcinoma. CCE: Carcinoma de Células
Escamosas. ME: Mucoepidermaide.

O status de mutacdo das linhagens de CPNPC para os genes KRAS, NRAS, PIK3CA, EGFR e
ERBB2 foram obtidos a partir de um estudo conduzido no Centro de Pesquisa em Oncologia

Molecular do Hospital de Cancer de Barretos por Oliveira et al. (2022)*3.

Para os genes ALK, ROS1, BRAF, TP53, RET e MET foi realizado uma busca no banco de

dados cBioPortal e busca na literatura®*4°.

5.2 Expressao de PD-L1 em linhagens celulares de CPNPC
Foram realizados experimentos de Western Blotting para avaliar a expressdo de PD-L1

nas linhagens disponiveis. Visualizamos a auséncia de expressdo proteica de PD-L1 nas
linhagens A549 e H292, e expressado positiva em H358, H1975, HCC827, SKMES1 e COR-L105
(Figuras 9 e 10).



42

wn
~ - o
s o 2 8§ & 3 E
3 8 2 3 Z &
< T - T » 8 g
PD-L1 . - ' . .
B-Actina - N

Figura 9. Avaliacdo da expressao de PD-L1 avaliados
por andlise de Western Blotting nas linhagens de

CPNPC.
2,5x1044
—
5‘ 2,0x104-
o
8 1,5x104-
©
g 1,0x10%-
@
$ 5,0x103-
(&)
0_
S DA DSBS
P S G ET
TS o S

Linhagens tumorais de CPCNP

Figura 10. (A) Niveis de PD-L1 normalizado
pelos valores de Beta-Actina em analise pelo
GraphPad Prism. (B) Andlise densitometrica
das bandas (unidades arbitrarias.

Em seguida realizou-se a avaliacdo da expressdo de PD-L1 por imuno-histoquimica nas
linhagens de CPCNP, sendo possivel observar, novamente, a auséncia de expressdo de PD-L1
nas linhagens A549 e H292, e expressdo positiva nas linhagens HCC 827, H1975, H358, SKMES1
e COR-L105 (Figuras 11 e 12).
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Figura 12. Porcentagem da expressao de
PD-L1 nas linhagens de CPCNP através da
marcagdo por imuno-histoquimica, sendo
H292 0%, COR-L105 13%, SKMES 50%,
HCC827 96%, H1975 58%, H358 35% e
A549 0%.
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5.3 Formacdo de esferoides
Foram realizados testes com trés metodologias, placas micromoldadas, placas revestidas

com agarose e placas de baixa fixacdo. O modelo utilizando micromoldes demonstrou
capacidade de formar esferoides (Figura Suplementar 1, 2 e 3), entretanto, os esferoides se
desintegravam facilmente (Figura Suplementar 4 e 5). Enquanto, o modelo com placas
revestidas com agarose ndo conseguiu formar esferoides com as linhagens de CPCNP (Figura

Suplementar 6). O estudo seguiu, portanto, utilizando placas de baixa fixacdo.

As sete linhagens foram analisadas quanto a capacidade de formacdo de esferoides
usando microplacas de baixa fixacdo de 96 pocos Nunclon™ Sphera™ de fundo ultrabaixo
(Thermo Scientific™), para isso as linhagens foram plaqueadas em concentracdo de 18.000 e

12.000 células.

As linhagens H1975 e COR-L105 ndo formaram esferoides em nenhuma das duas
concentragdes testadas, enquanto as demais linhagens, formaram esferoides (Figuras 13 e 14).
Sendo assim, foi dada continuidade aos experimentos com as linhagens H292, A549, H358, HCC

827 e SKMESI.



Figura 13. Foram testadas as seguintes linhagens de CPCNP na
concentragdo de 12.000 células por pogo, em microplacas de
baixa fixagdo de 96 pocgos. a) A549; b) COR-L105; c) H358; d)
H1975; e) HCC827; f) SKMES1; g) H292.
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Figura 14. Foram testadas as seguintes linhagens de CPCNP na
concentragdo de 18.000 células por pogo, em microplacas de
baixa fixagdo de 96 pocgos. a) A549; b) COR-L105; c) H358; d)
H1975; e) HCC827; f) SKMES1; g) H292.

5.4 Estabelecimento do modelo de co-cultura esferoides e linfocitos T CD8* ativados
Foram realizados testes para determinar a quantidade de linfocitos necessarios para

estabelecer o modelo de co-cultura 3D. Inicialmente, 5 x 10® de células tumorais foram
semeadas em cada poco da placa de 12 pogos com agarose micromoldada, escolhemos esse
modelo para iniciar os testes de concentragao de linfécitos devido ao fato de ser um modelo de
baixo custo. Apds 72 horas de cultura, 10 esferoides da linhagem A549 foram capturados e
transferidos para uma placa de 24 pocos revestida com uma camada de agarose, a fim de
preservar sua estrutura tridimensional. Em seguida, diferentes quantidades de linfocitos T CD8*

previamente isolados e ativados foram adicionadas ao modelo de co-cultura.
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Apods 24 horas do estabelecimento dos modelos de co-cultura, observou-se a destruicdo
completa de todos os esferoides pelos linfocitos quando foram utilizados 100.000, 250.000,
500.000 e 750.000 linfocitos T CD8* ativados para cada 10 esferoides (Figura 15), demonstrando

a necessidade de uma quantidade menor de linfoécitos para o estabelecimento do modelo.

Figura 15. Modelos de co-cultura com esferoides estabelecidos com a linhagem A549 e
linfocitos T CD8+ ativados. Em cada poco da placa de 24 pocos coberto por agarose foram
adicionados 10 esferoides com concentragées distintas de linfocitos: a) 100.000 linfocitos
T CD8*; b) 250.000 linfécitos T CD8*; ¢) 500.000 linfocitos T CD8*; d) 750.000 linfécitos T
CD8*; e) Apds 24 horas todos os esferoides foram destruidos pelos linfocitos.

Os testes seguintes para a padronizacdo do modelo de co-cultura 3D foram realizados
utilizando a linhagem H292 devido a sua facilidade de cultivo, a suas caracteristicas favoraveis
e por ser a Unica linhagem a formar esferoide que ndo apresentou alteracBes genéticas. A
linhagem H292 demonstrou um crescimento rapido em cultura, formando esferoides robustos.
Essa capacidade de crescimento acelerado permitiu o avanco nos experimentos, eliminando a
necessidade de esperar longos periodos para a proliferacdo celular. Além disso, a linhagem
H292 mostrou-se altamente vidvel para a formacdo de modelos de co-cultura, o que contribuiu

significativamente para a eficiéncia e sucesso dos experimentos.

Desta forma, realizamos testes com concentracdes mais baixas de linfocitos, em
comparacdo com o teste anterior, para isso foram formados esferoides da linhagem H292

utilizando a placa de baixa fixacdo, e apds 72 horas seguimos com o modelo de co-cultura



48

adicionando linfocitos T CD8* previamente ativados. Esferoides com 100.000 células foram
formados e os modelos de co-cultura foram estabelecidos com diferentes concentracdes de
linfécitos: 10.000, 20.000, 30.000 e 40.000 linfécitos T CD8* (Figura 16). Nos modelos com
10.000 e 20.000 linfécitos T CD8* formaram-se pequenos halos linfocitarios. Nos modelos com
40.000 e 50.000 linfécitos, foi possivel observar o inicio da destruicdo dos esferoides pelos
linfécitos a partir de 48 horas. Sendo assim, o modelo com 30.000 linfécitos demonstrou

resultado mais satisfatoério.

Linfocitos: 10.000 20.000 30.000 40.000 (sem linfocitos)

Oh

24h

48h

72h
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Figura 16 Esferoides com 100.000 células foram formados em placa de baixa fixagdo e
os modelos de co-cultura foram estabelecidos com diferentes concentracfes de
linfocitos:10.000, 20.000, 30.000 e 40.000 linfécitos T CD8", a ultima coluna representa
o controle, sem linfocitos. h; horas.

Além disso, com o intuito de formar esferoides maiores para a realizacdo da analise
histolégica do modelo 3D, foram realizados esferoides com 200.000 células, nos quais os
modelos de co-cultura foram realizados adicionando-se 10.000, 20.000, 30.000 e 40.000
linfocitos T CD8*. Os resultados foram parecidos com a co-cultura com 100.000 células
tumorais, nos modelos com 10.000 e 20.000 linfécitos T CD8* observamos a formacdo de

pequenos halos linfocitarios (Figura 17). Nos modelos com 40.000 e 50.000 linfocitos, notamos
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o inicio da destruicdo dos esferoides pelos linfocitos apds 48 horas. Portanto, assim como no

primeiro teste, os resultados mais satisfatérios foram obtidos no modelo com 30.000 linfocitos.

Linfdcitos: 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000

Oh

24h

48h

72h

Figura 17. Esferoides com 200.000 células foram formados em placa de baixa fixagdo e os
modelos de co-cultura foram estabelecidos com diferentes concentracdes de linfocitos:
10.000, 20.000, 30.000, 40.000 e 50.000 linfocitos T CD8*.

5.5 Area e perimetro dos esferoides
Ao proceder a remogao dos esferoides com 100.000 e 200.000 células, observou-se a

desintegracdo do nudcleo dessas estruturas, indicando possivel fragilidade decorrente da
elevada densidade celular na formacgao dos esferoides. Isso, possivelmente ocorreu, devido as
limitacdes na difusdo de oxigénio e nutrientes, que podem resultar em condicdes propicias a
apoptose ou necrose nas células localizadas no nucleo dos esferoides. O que poderia
comprometer a representacdo adequada do ambiente tumoral e afetar os resultados
experimentais. Sendo assim, retornamos a utilizacdo de esferoides com 20.000 células,

buscando preservar a integridade e a representatividade do modelo tridimensional.

Os esferoides com 20.000 células foram acompanhados e as imagens capturadas

utilizando o software IrfanView 64, durante o periodo de 8 dias (Figura 18). Para a medicdo da
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area (Figura 19) e do perimetro (Figura 20) dos esferoides utilizou-se o software Fiji. A formagado
inicial de esferoides envolve a agregacdo celular e a adesdo das células umas as outras,
resultando na formacdo de uma estrutura tridimensional, sendo assim, observou-se que, no 19
dia apds o plagueamento, os esferoides exibiam uma area e perimetro superior aos dias

subsequentes, atingindo sua compactacdo mdaxima em torno do 42 e 52 dia.

12 dia 22 dia 32 dia 42 dia

52 dia 62 dia 72 dia 82 dia

Figura 18. Esferoides formados com a linhagem H292 utilizando a placa de baixa fixagdo e
acompanhados por 8 dias.

A avaliacdo do crescimento celular ao longo de 8 dias revelou padrdes distintos de
expansdo da drea dos esferoides. O 12 dia de cultivo apresentou a maior area média entre todos
os dias analisados (p < 0,0001), seguido pelo 22 dia, que também demonstrou uma area
significativamente maior do que nos dias subsequentes (p < 0,0001). Além disso, foi observado
que o 32 dia de cultivo apresentou uma area maior em comparacao com o 62 dia (p < 0,05).
Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os dias 4, 5, 6, 7 e 8 (p > 0,05).
Consideramos como dia de condensacdo ideal dos esferoides o ponto de estabilidade da
expansdo da area, sendo eles os dias 4 e 5, onde ocorreram a fase de platd de crescimento da

area do modelo 3D (Figura 19).



51

4x105= *kkk
b,c,d,e,f,g,h

3x105=

2x105 +
1x10° T

5x104+

Area dos esferoides (um?)

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d

Tempo de cultivo (dias)

Figura 19. Area dos esferoides monitorados por 8 dias (n=4),
(Shapiro-Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-
teste). Letras nas barras dos graficos acompanhados por ****
correspondem a p<0,0001 em relagdo ao grupo
correspondente, segundo letras na abscissa do grafico. Letras
acompanhadas por * correspondem a p<0,05.

Em relacdo ao perimetro dos esferoides ao longo de 8 dias observamos que o 12 dia de
cultivo apresentou o maior perimetro entre todos os dias analisados (p < 0,0001) (Figura 20).

1x10%4=
7.5%103=

5x103 &
3x108

1.5x103= T T

Perimetro dos esferoides (um)

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d

Tempo de cultivo (dias)

Figura 20. Perimetro dos esferoides monitorados por 8 dias
(n=4). (Shapiro-Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey
pos-teste).
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5.6 Histologia dos modelos 3D
Apds a padronizacdo do processo de criocorte das estruturas 3D, obtivemos a imagem

das cinco linhagens de CPCNP que formaram esferoides na placa de baixa fixa¢do (Figura 21).

H292 WT SKMES1 HCC827

H358 A549

Figura 21. Cortes realizados com criostato dos esferoides formados a
partir das linhagens de CPCNP e corados em HE.

5.7 Area e perimetro dos esferoides apds co-cultura
Apds padronizar a concentragdo para a formacdo dos esferoides em 20.000 células

tumorais, conduzimos testes para determinar a concentracdo ideal de linfocitos na co-cultura.
Com base nos resultados obtidos na co-cultura anterior com 100.000 células tumorais e 30.000
linfécitos (Figura 16), realizamos um célculo de proporgdo para as 20.000 células tumorais

iniciais, o que resultou em uma estimativa de aproximadamente 6.000 linfocitos.

Consideramos que os esferoides estavam completamente formados a partir do 52 dia,
como resultado observado nas Figuras 18 e 19. Desta forma, os esferoides H292 foram
cultivados por cinco dias e posteriormente submetidos a co-cultura com 6.000 linfécitos TCD8*
em 200 pL de meio T Cell Media. O monitoramento do modelo de co-cultura se estendeu por
trés dias, e as imagens capturadas utilizando o software IrfanView 64 (Figura 22 A-C).
Notavelmente, a partir do segundo dia de co-cultura, observou-se o surgimento de um discreto
halo linfocitario, o qual se tornou mais evidente a partir do terceiro dia. Como esperado, ndo

houve a formacdo do halo no esferoide controle, sem linfécitos (Figura 22 D-E).
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Figura 22. Co-cultura 3D entre esferoides H292 cul“dvados por 5 dias e 6.000
linfécitos T CD8* monitorados durante o periodo de trés dias apds o co-cultivo. A)
primeiro dia apds a co-cultura, B) segundo dia de co-cultura e C) terceiro dia. As

imagens (D-F) sdo os controles em que esferoides H292 foram cultivados
isoladamente durante o D) 62 dia E) 72 dia e F) 82 dia.

Para a medicdo da area (Figura 23 A) e do perimetro (Figura 23 B) utilizou-se o software
Fiji. A analise da drea da co-cultura revelou diferencas ao longo do tempo. Sendo a area no 22

dia de co-cultura maior que a do 12 dia (p<0,05), enquanto a do 32 dia maior que a do 29 dia

(p<0,0001).
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Figura 23. A) Area dos esferoides no modelo de co-cultura 3D com
6.000 linfocitos T CD8*. B) Perimetro dos esferoides no modelo de
co-cultura 3D acompanhado por trés dias. (Shapiro-Wilk p>0,05,
ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pos-teste), barras no grafico
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acompanhada por * representa p<0,05 e *** representa p<0,0005,
(n=4).

Com o objetivo de otimizar e padronizar o modelo de co-cultura 3D, de forma mais
fidedigna ao que ocorre em in vivo, foram realizados testes com a concentracdo de 4.000
linfécitos (Figura 24). Da mesma forma que o modelo de co-cultura com 6.000 linfécitos T CD8*,

podemos observar a formacdo do halo linfocitario no 32 dia de co-cultura.

_ “ B it B s T

Figura 24. Co-cultura 3D entre esferoides H292 cultivados por 5 dias e 4.000 linfdcitos
T CD8* monitorados durante o periodo de trés dias apds o co-cultivo. A) primeiro dia
apos a co-cultura, B) segundo dia de co-cultura e C) terceiro dia. As imagens (D-F) sdo
os controles em que esferoides H292 foram cultivados isoladamente durante o D) 62

dia E) 72 dia e F) 82 dia.

Em relacdo a analise da medicdo da drea do modelo de co-cultura com 4000 linfdcitos,
ndo houve diferenca em relacdo ao 12 e 29 dia, contudo, o 32 dia apresentou maior area em

relagdo aos demais dias (Figura 25).
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Figura 25. A) Area dos esferoides no modelo de co-cultura 3D com 4000
linfécitos T CD8*. B) Perimetro dos esferoides no modelo de co-cultura
3D acompanhado por trés dias. (Shapiro-Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way
p<0,05 e Turkey pds-teste).

5.8 Infiltragdao de linfécitos nos modelos de co-cultura
Com o intuito de verificar a efetiva infiltracdo de linfécitos nos esferoides tumorais,

realizamos criocortes a partir dos modelos de co-cultura em duas condi¢cGes distintas, ilustradas
na Figura 26 (co-cultura com 6.000 linfocitos T CD8*) e Figura 27 (co-cultura com 4.000 linfocitos
T CD8"). As laminas foram submetidas a coloracdo por hematoxilina e eosina (HE), e a andlise
de expressao de CD3 e CD8 por meio da técnica de imuno-histoquimica. Os resultados obtidos
demonstram infiltracdo de linfécitos em ambos os modelos de co-cultura. Embora as duas
concentrac@es de linfécitos tenham demonstrado a presenca de infiltrado tumoral, escolhemos
prosseguir o modelo de co-cultura com 4.000 linfocitos, com proporgdo de células tumorais
para linfécitos de 5:1, uma vez que essa concentracdo pode refletir com maior precisdo a

densidade e a dindmica de células imunes no microambiente tumoral in vivo.



Figura 26. Co-cultura 3D realizada com esferoide da linhagem
H292 com 20.000 células e 6.000 linfocitos T CD8*. A) Coloragdo
HE da co-cultura (esferoide + linfocitos) B) Coloracdo HE do
esferoide, somente (controle) C) Anélise da expressdo de CD3 por
imuno-histoquimica no modelo de co-cultura D) Analise da
expressdo de CD8 por imuno-histoquimica no modelo de co-
cultura.

Figura 27. Co-cultura 3D realizada com esferoide da linhagem
H292 com 20.000 células e 4.000 linfécitos T CD8*. A) Coloragdo
HE da co-cultura (esferoide + linfocitos) B) Coloragdo HE do
esferoide, somente (controle) C) Andlise da expressdo de CD3 por
imuno-histoquimica no modelo de co-cultura D) Analise da
expressdao de CD8 por imuno-histoquimica no modelo de co-
cultura.
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5.9 Tratamento com anti-PD-L1 e anti-PD1
Foram realizados trés tratamentos em diferentes periodos apds a formacdo da co-

cultura, sendo eles, 24, 48 e 72 horas apds a formacdo da co-cultura. De forma resumida, a
principio nos 3 modelos de tratamento seguiu-se o seguinte, no dia 0 foram plaqueadas 20.000
células da linhagem H292 em placa de baixa fixacdo, apds 48 horas foi realizada a troca do meio
de cultura RPMI 10% SFB. No 32 dia foi realizado o isolamento de PBMCs dos filtros de
leucodeplecdo, seguido por isolamento e ativacdo por 48 horas dos linfocitos T CD8*.
Posteriormente, no 52 dia, removemos o meio de cultura dos esferoides, e adicionamos 4.000
linfocitos em 100 uL de meio T Cell Media em cada poco com os esferoides ja totalmente

formados.

Trés concentragdes distintas foram testadas para cada imunoterdpico: Nivolumabe (anti-
PD1) nas concentracdes de 500 pM, 1000 pM e 1500 pM e Durvalumabe (anti-PD-L1) nas
concentracdes de 50 pM, 100 pM e 150 pM. O experimento foi realizado em triplicata, com
grupos de co-cultura 3D tratados (intervalo de 2 dias entre tratamentos) e um grupo controle

de co-cultura 3D sem tratamento.

No primeiro modelo, o tratamento se deu apds 24 horas da formacado da co-culturae o
segundo tratamento apds 48 horas, sendo assim, os tratamentos com anti-PD-L1 e anti-PD1
foram realizados nos dias 6 e 8, adicionando em cada dia, 100uL do imunoterapico diluidos em

meio T Cell Media. No 102 dia coletamos o meio de cultura e armazenamos em freezer-802C

(Figura 28).
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Figura 28. Esquema do tratamento realizado 24 horas apds o estabelecimento do modelo de
co-cultura 3D. A co-cultura foi realizada no 52 dia apds a formacdo do esferoide, o primeiro
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tratamento se deu no 62 dia, seguido pelo segundo tratamento no 82 dia e por fim a coleta do
sobrenadante realizado no 109 dia.

Foi realizado o acompanhamento do tratamento do modelo de co-cultura com
Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens capturadas utilizando o software IrfanView 64 (Figura

29). Para a medic¢do do halo linfocitario (Figura 30) utilizou-se o software Image-Pro Plus 6.0.

A) Tratamento Anti-PD-1 (Nivolumabe)
Controle 1000pM 1500pM
el R ~ c % 1 R
H292 5 2 =
ol |
N » &
5 |
B) Tratamento Anti-PD-L1 (Durvalumabe)
Controle 50pM 100pM 150pM
e e . - 3 - -
H292 e Y e TN N
Negativa para ® { ' -y
PD-L1 £

o r & o o R

Figura 29. Imagens obtidas do modelo 3D estabelecido com a linhagem H292,
em que o tratamento se deu 24 horas apds o estabelecimento da co-cultura.
Os esferoides foram tratados com Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens

correspondem ao fim do tratamento.

Ndo houve diferenca estatistica da espessura do halo linfocitario nos diferentes

tratamentos com anti-PD-1 e anti-PD-L1.
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Tratamento com Anti-PD-1 e Anti-PD-L1
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Figura 30. Espessura do halo linfocitario, do
modelo de co-cultura 3D com a linhagem H292,
apds o fim do tratamento com Nivolumabe e
Durvalumabe. O primeiro tratamento se deu 24
horas apds o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05,
ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-teste).

No segundo modelo, o tratamento se deu apds 48 horas da formacdo da co-cultura e o
segundo tratamento apds 48 horas, sendo assim, os tratamentos com anti-PD-L1 e anti-PD1
foram realizados nos dias 7 e 9 conforme ilustrado na Figura 31, dessa vez adicionamos em cada
tratamento 50 plL do imunoterapico diluidos em meio T Cell Media uma vez que, no modelo
anterior, 300 L totais de meio no pogo na placa de 96 pogos resultou em transbordamento. No
112 dia coletamos o meio de cultura e armazenamos em freezer-80°2C. Durante o cultivo do
modelo 3D realizamos a aquisicdo das imagens dos esferoides para monitoramento dos

mesmos (Figura 32 e 33).
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Figura 31. Esquema do tratamento realizado 48 horas apds o estabelecimento do modelo de
co-cultura 3D. A co-cultura foi realizada no 52 dia apds a formacdo do esferoide, o primeiro
tratamento se deu no 72 dia, seguido pelo segundo tratamento no 99 dia e por fim a coleta do
sobrenadante realizado no 112 dia.

A) Tratamento Anti-PD-1 (Nivolumabe)
Controle 500pM 1000pM 1500pM
H292
Negativa para
PD-L1
B) Tratamento Anti-PD-L1 (Durvalumabe)
Controle 50pM 100pM 150pM
H292
Negativa para
PD-L1

Figura 32. Imagens obtidas do modelo 3D estabelecido com a linhagem H292,
em que o tratamento se deu 48 horas apds o estabelecimento da co-cultura.
Os esferoides foram tratados com Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens
correspondem ao fim do tratamento.

Os esferoides da linhagem H292 tratados com Nivolumabe apresentaram maior halo
linfocitario comparado ao controle, contudo ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo a
area. Os esferoides tratados com Durvalumabe com 50 pM e 150 pM apresentaram maior
espessura do halo linfocitario do que o controle. Nao observamos diferenga entre os grupos

tratados com Nivolumabe e Durvalumabe.
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Tratamento com Anti-PD-1 e Anti-PD-L1 (H292)

800

Espessura do halo linfocitario (um)

Anti-PD-1 Anti-PD-L1
Nivolumabe Durvalumabe

Figura 33. Espessura do halo linfocitdrio, do modelo de
co-cultura 3D com a linhagem H292, apds o fim do
tratamento com Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro
tratamento se deu 48 horas apds o co-cultivo. (Shapiro-
Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-

teste).
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Figura 34. Area do modelo de co-cultura 3D com a
linhagem H292, apdés o fim do tratamento com
Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro tratamento se
deu 48 horas apds o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05,
ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-teste).

Os esferoides da linhagem H358 tratados com Nivolumabe apresentaram maior halo

linfocitario e area comparado ao controle. Os esferoides tratados com 50 pM e 100 pM de
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Durvalumabe apresentaram maior espessura do halo linfocitario do que o controle, e os
esferoides tratados com Durvalumabe apresentaram maior drea em comparagao ao controle.
Contudo, ndo observamos diferencas entre os grupos tratados com Nivolumabe e

Durvalumabe.

) Tratamento Anti-PD-1 (Nivolumabe)
Controle 500pM 1000pM 1500pM
= . . '
Positiva para
PD-L1
D) Tratamento Anti-PD-L1 (Durvalumabe)
Controle 50pM 100pM 150pM
H358
Positiva para
PD-L1

Figura 35. Imagens obtidas do modelo 3D estabelecido com a linhagem H358,
em gue o tratamento se deu 48 horas apds o estabelecimento da co-cultura.
Os esferoides foram tratados com Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens
correspondem ao fim do tratamento.

Tratamento com Anti-PD-1 e Anti-PD-L1 (H358)

800

Espessura do halo linfocitario (um)

Anti-PD-1 Anti-PD-L1
Nivolumabe Durvalumabe

Figura 36. Espessura do halo linfocitario, do modelo de
co-cultura 3D com a linhagem H358, apods o fim do
tratamento com Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro
tratamento se deu 48 horas apds o co-cultivo. (Shapiro-
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Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pos-
teste).

Tratamento com Anti-PD-1 e Anti-PD-L1 (H358)
2000000
1500000
1000000

500000

Area dos esferoides (um)

Anti-PD-1 Anti-PD-L1
Nivolumabe Durvalumabe

Figura 37. Area do modelo de co-cultura 3D com a
linhagem H358, apdés o fim do tratamento com
Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro tratamento se
deu 48 horas apds o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05,
ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-teste).

No terceiro modelo, o tratamento se deu apds 72 horas da formacgdo da co-cultura e o
segundo tratamento apds 48 horas, sendo assim, os tratamentos com anti-PD-L1 e anti-PD1
foram realizados nos dias 8 e 10, sendo adicionado 50 pL do imunoterapico diluidos em meio T
Cell Media. No 122 dia coletamos o meio de cultura e armazenamos em freezer-802C (Figura

38).
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Figura 38. Esquema do tratamento realizado 72 horas apds o estabelecimento do modelo de
co-cultura 3D. A co-cultura foi realizada no 52 dia apds a formacdo do esferoide, o primeiro
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tratamento se deu no 82 dia, seguido pelo segundo tratamento no 102 dia e por fim a coleta do
sobrenadante no 122 dia.

A) Tratamento Anti-PD-1 (Nivolumabe)

Controle 500pM 1000pM 1500pM

N .

H292

Negativa para
PD-L1

B) Tratamento Anti-PD-L1 (Durvalumabe)

Controle 50pM 100pM 150pM

i
ré L
)

H292

Negativa para
PD-L1 1
*

Figura 39. Imagens obtidas do modelo 3D estabelecido com a linhagem H292,
em que o tratamento se deu 72 horas apds o estabelecimento da co-cultura. Os
esferoides foram tratados com Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens
correspondem ao fim do tratamento.

-

Os tratamentos testados, apds 72 horas do co-cultivo com a linhagem H292, nao
apresentaram diferencga significativa em comparagdo com o grupo controle, também ndo foi

observado diferenca entre os grupos de tratamento.
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Figura 40. Espessura do halo linfocitario, do modelo de co-
cultura 3D com a linhagem H292, apds o fim do
tratamento com Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro
tratamento se deu 72 horas apds o co-cultivo. (Shapiro-
Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-teste).
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Figura 41. Area do modelo de co-cultura 3D com a linhagem
H292, apdés o fim do tratamento com Nivolumabe e
Durvalumabe. O primeiro tratamento se deu 72 horas apds
o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05
e Turkey pos-teste).
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Em relacdo ao tratamento com a linhagem H358, realizado 72 horas apds o co-cultivo.

Ndo observamos diferenca entre os tratamentos, nem entre os tratamentos e o controle.

) Tratamento Anti-PD-1 (Nivolumabe)
Controle 500pM 1000pM 1500pM
H358 : : .
- . . . .
PD-L1 A
" - 2
D)

Tratamento Anti-PD-L1 (Durvalumabe)

Controle 50pM 100pM 150pM
H358
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Positiva para N g |
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Figura 42. Imagens obtidas do modelo 3D estabelecido com a linhagem H358,
em que o tratamento se deu 72 horas apds o estabelecimento da co-cultura.
Os esferoides foram tratados com Nivolumabe e Durvalumabe, e as imagens
correspondem ao fim do tratamento.
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Figura 43. Espessura do halo linfocitario, do modelo de co-
cultura 3D com a linhagem H358, apds o fim do tratamento
com Nivolumabe e Durvalumabe. O primeiro tratamento se
deu 72 horas apdés o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05,
ANOVA ONE-way p<0,05 e Turkey pds-teste).
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Figura 44. Area do modelo de co-cultura 3D com a linhagem
H292, apdés o fim do tratamento com Nivolumabe e
Durvalumabe. O primeiro tratamento se deu 72 horas apds
o co-cultivo. (Shapiro-Wilk p>0,05, ANOVA ONE-way p<0,05
e Turkey pos-teste).

Estabelecemos o segundo dia apds a co-cultura como o momento ideal para iniciar o
tratamento no modelo 3D. Essa escolha foi reforcada apds a padronizacdo do volume de meio
utilizado, para o co-cultivo entre os esferoides e os linfocitos, em 100 plL de meio T Cell Media
em cada poco. A partir dessa padronizagdo observou-se gue com um menor volume de meio,
os linfécitos levaram menos tempo para se aproximaram dos esferoides em comparacdo aos
esferoides plagueados com 200 plL de meio como observado na Figura 24. Agora pudemos
observar a formacgdo do halo linfocitario ja no 22 dia apds a formagdo da co-cultura (Figura 45).
Ndo sendo mais necessario esperar até o 32 dia para observar a presenca do halo linfocitario

ao redor dos esferoides.
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Figura 45. Co-cultura 3D entre esferoides H292 que foram cultivados por 5 dias e
posteriormente co-cultivados com 4000 linfécitos TCD8* em 100uL de meio T Cell
Media monitorados durante o periodo de trés dias apds o co-cultivo. A) primeiro
dia apds a co-cultura, B) segundo dia de co-cultura e C) terceiro dia.

6. DISCUSSAO
Modelos de cultura tridimensionais (3D) in vitro sdo capazes de capturar com precisdo as

caracteristicas genéticas e histolégicas dos tumores. No entanto, a auséncia de um
microambiente tumoral, incluindo as células T que circundam o tumor, resultam em
divergéncias entre a resposta clinica ao ICl e a responsividade observada em modelos pré-
clinicos. Estabelecer um modelo de co-cultura 3D que incorpore células do sistema
imunoldgico, como os linfécitos T CD8+, apresenta desafios considerdveis devido a
complexidade de recriar um ambiente que permita interacdes precisas e vidveis entre as células
tumorais e as células imunoldgicas. Apesar dessas dificuldades, tais modelos sdo essenciais para
uma melhor compreensdo dos mecanismos de imunidade tumoral e resisténcia a terapia, além
de fornecerem ferramentas valiosas para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas®’.

Neste projeto, superamos as limitacdes prévias e desenvolvemos um modelo de co-cultura
tridimensional (3D) que mimetiza a interagdo entre células tumorais de cancer de pulmao de
ndo pequenas células (CPCNP) e linfécitos T CD8*. Para isso, foram analisadas diferentes
metodologias visando a padronizacdo do modelo e a sua incorporacdo no laboratdério de cultura

celular do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Amor.

Com o objetivo de identificar a metodologia mais eficaz em termos de formacdo dos
esferoides, interacdo entre as populac®es celulares, reproducdo do modelo, e considerando

também o aspecto econdmico. Foram testadas trés metodologias como estratégias para a
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criacdo do modelo 3D sendo elas, micromoldes de precisdo para formar géis de agarose com

micropogos*® 4°, placas revestidas com agarose® *° e placas de baixa fixagdo4.

Em nosso estudo observamos que o modelo utilizando micromoldes demonstrou
capacidade de formar esferoides, entretanto, ao transferi-los para outro poco a fim de iniciar a
co-cultura, observou-se que os esferoides se desintegravam facilmente. Por outro lado, o
modelo com placas revestidas com agarose ndo conseguiu formar esferoides com as linhagens
de CPCNP. Além disso, ambas as metodologias apresentam desafios adicionais, como diferentes
etapas de manipulacdo da agarose e preparo das placas, que podem aumentar o risco de

contaminacdo e diminuir a reprodutibilidade da técnica.

A técnica de formacado de esferoides utilizando matriz, como a agarose, tem a vantagem de
permitir a recuperacdo das células apds cultura. No entanto, entre as desvantagens estdo a
necessidade de manuseio do hidrogel utilizado e a producdo de esferoides heterogéneos. Em
relacdo as placas micropadronizadas, as vantagens incluem a relativa facilidade para observar
os esferoides e a possibilidade de recupera-los apds cultura. As desvantagens incluem a
necessidade de revestir os pocos para criar uma superficie de baixa adesdo, a formacgdo de
esferoides de tamanhos variados e a possibilidade de que varios esferoides em um poco

sobrecarreguem a quimica do ensaio, resultando em resultados ndo fidedignos>®.

Em nossas analises a estratégia empregando a placa de baixa fixagdo demonstrou ser eficaz
na formacdo de esferoides, para as linhagens A549, H292, SKMES1, HCC827 e H358
independentemente da quantidade inicial de células tumorais plaqueadas. Contudo as
linhagens H1975 e COR-L105 ndo formaram esferoides em nenhuma das concentragdes

testadas.

As placas de baixa fixagdo sdo vantajosas por permitirem a formacdo de diversos esferoides
(96 pocos ou 384 pocos), a facil recuperacao dos esferoides, a possibilidade de multiplexar os
ensaios bioguimicos e a andlise final pode ser feita na mesma placa. Entre as desvantagens
estdo a geracao de esferoides de tamanhos varidveis e a possibilidade de haver uma mistura de

células anexadas e esferoides nos pocos>’.

Embora a metodologia utilizando placas de baixa fixacdo tenha maior custo quando

comparado com as outras duas metodologias avaliadas, este foi o método mais eficaz para a
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formacdo de esferoides consistentes e tem como vantagem sua facilidade de semeadura celular,
reprodutibilidade, formacdo de esferoides redondos, facilidade na manutengdo da cultura e a
possibilidade de realizar ensaios na placa de semeadura sem a necessidade de transferir para

outra placat® 2.

Os esferoides formados com esta técnica exibem, ainda, estruturas altamente compactas,
uma caracteristica associada a uma adesdo célula-célula robusta, fundamental para modelos
3D eficazes. Além disso, o design dos pogcos promove a formacdo de um Unico esferoide
centralizado em cada poco, facilitando a aquisicdo de imagens e andlises subsequentes®?.
Portanto, essa metodologia foi selecionada como a mais adequada para a padronizacdo do

modelo de co-cultura 3D.

Apods selecionar qual metodologia para formacdo dos esferoides utilizar, e levando em
consideragdo o objetivo de estabelecer um modelo de co-cultura entre linhagens tumorais e
linfocitos, que possa ser utilizado para triagem de imunoterapias, prosseguimos para a andlise
da expressdao de PD-L1 das linhagens de CPCNP. A avaliacdo da expressdo de PD-L1, por meio
de ensaios imuno-histoquimicos, tem sido amplamente utilizada para orientar a selegdo de
pacientes para receber o tratamento com anticorpos anti-PD-1 ou anti-PD-L1, sendo,

atualmente, o biomarcador mais validado e aceito®3°*.

Os mecanismos de supressdo imunoldgica via interacdo PD-1/PD-L1 em tumores sdo
complexos, e incluem a inducdo de apoptose, anergia e exaustdo de células T, amplificacdo da
funcdo das células T reguladoras, inibicdo da proliferacdo de células T, bem como a limitacdo da
ativacdo de células T e da producdo de IL-2. Apesar dos beneficios clinicos significativos
observados com a terapia anti-PD-1/PD-L1 em pacientes com cancer de pulmdo de ndo
pequenas células (CPNPC), a utilizacdo da expressdao de PD-L1 como biomarcador preditivo
permanece controversa devido a variabilidade dos ensaios e incertezas quanto a sua eficacia

clinica®.

Isso se deve ao fato de que apesar da associacdo entre expressdo positiva de PD-L1 e
melhores desfechos clinicos, incluindo taxas de resposta mais elevadas, tem sido observado o
aumento na sobrevida livre de progressdo mesmo em pacientes com expressdo negativa de PD-

L1 submetidos a terapia com ICI°®>°. Sendo assim, atualmente, ndo estd claro se a express3o
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constitutiva de PD-L1 resultante desses processos de sinalizacdo oncogénica resulta em

diminuicdo ou aumento da probabilidade de resposta a terapia anti-PD-1/L1%°

Para fornecer uma compreensdo mais aprofundada de como tumores com expressdo
positiva e negativa para PD-L1 respondem ao tratamento com os inibidores do checkpoint
imunoldgico, optamos por desenvolver modelos de co-cultura 3D com linhagens de CPCNP com
expressao positiva e negativa para PD-L1. Em nossos achados observamos que as linhagens HCC
827,H1975, H358, SKMES1 e COR-L105 apresentaram expressao positiva para PD-L1, enquanto

as linhagens A549 e H292 apresentaram expressao negativa.

Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos, conforme relatado por Kim et al.
(2019)°>, as linhagens H1975 e H358 apresentam expressdo de PD-L1, enquanto a linhagem
A549 n3o possui expressdo. Sharma et al. (2023)%! confirmaram a falta de expressdo de PD-L1
nalinhagem H292. Yu et al. (2020)%? destacaram a alta expressdo de PD-L1 na linhagem HCC827,

e Chen et al. (2021) relataram a expressdo na linhagem SKMES1.

Além disso, foi analisado a presenca de mutacdes nos genes KRAS, NRAS, PIK3CA, EGFR,
ERBB2, ALK, ROS1, BRAF, TP53, RET e MET nas setes linhagens testadas para a formacdo de

esferoides. Esses genes est3o relacionados com o desenvolvimento e progress3o do cancer®46>

Das sete linhagens testadas, cinco apresentaram alteracdo em um ou mais genes avaliados,
esses resultados oferecem uma oportunidade para, futuramente, explorar o impacto dessas
mutacdes no microambiente tumoral por meio do modelo de co-cultura 3D entre linhagens de
cancer de pulmao e linfécitos, além de aprofundar a compreensdo da interagdo entre as

mutacdes genéticas e a resposta imunoldgica.

Em pacientes sem alteracGes genéticas alvo e sem contraindicagdes aos inibidores PD-1/PD-
L1, aimunoterapia, seja como monoterapia ou em combinacdo, tornou-se o tratamento padrao

na linha de frente para cancer de pulm3o escamoso e ndo escamoso avan¢ado®®.

Para avaliar o efeito dos inibidores do checkpoint imunoldgico em linhagens celulares com
diferentes niveis de expressdo de PD-L1, conduzimos experimentos utilizando duas linhagens
em que a formacdo do esferoide foi altamente reprodutivel e nenhuma teve sua morfologia

comprometida, sendo elas: H292, que apresenta expressdo negativa de PD-L1 e € WT para os
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genes analisados; e H358, que exibe alta expressdo de PD-L1 e possui a mutacdo p.G12C no
gene KRAS. Devido a auséncia de uma linhagem WT com alta expressdo de PD-L1 capaz de

formar esferoides, optamos por continuar nossos experimentos com a linhagem H358.

Essa decisdao também foi fundamentada em estudos que revelaram que pacientes com
CPCNP portadores de mutagdes no gene KRAS obtiveram um resultado superior com o uso dos
ICls em comparacdo com pacientes portadores de mutacdo no gene EGFR®’. Outro estudo
revelou beneficio significativo na sobrevida dos pacientes portadores da mutacdao no gene KRAS
tratados com ICls em relacdo aqueles tratados com quimioterapia ou ao controle local isolado

em pacientes com CPCNP com metdstases cerebrais®,

Enquanto um estudo retrospectivo que analisou o tratamento com ICls em pacientes G12C
e ndo-G12C mostrou que a taxa de resposta objetiva, a sobrevida livre de progressdo e a
sobrevida global foram melhores em pacientes com mutacdes KRAS G12C. O estudo traz ainda
que embora os inibidores AMG 510 e MRTX849 direcionados a mutagao KRAS G12C mostraram-
se promissores nos primeiros ensaios clinicos, o uso de inibidores KRAS G12C no tratamento do

CPCNP é limitado no mundo real®.

Dessa forma, estabelecemos esferoides com ambas as linhagens na concentracdo de
semeadura de 2x10* células em 100 pL de meio RPMI completo. Em outro estudo, também
utilizando a placa de baixa fixagdo, foram semeadas entre 0,5 e 1,25x10* células de linhagem
de tumor de bexiga para gerar esferdides em 200 pL de meio de cultura por poco’®. Decidimos
produzir esferoides com um tamanho que facilitasse o manuseio durante a elaboragdo de cortes
em criostato, bem como a realizacdo de analises de histologia e imuno-histoquimica

posteriormente, sendo esse o tamanho limite estabelecido.

Amaral et al. (2017) que estabeleceu esferoides com linhagem de cancer de bexiga,
descreveu que apos 48h da formacdo da estrutura 3D foi observada diminuicdo no tamanho
dos esferoides, que se tornaram mais compactos, formando esferoides sdlidos, Zanoni et al.
(2016) nomearam o intervalo de tempo para este processo como “tempo de esferoidizacao”

que varia dependendo do tipo de célula e das condicdes de cultura’®.

Zanoni et al. (2016) manteve esferoides da linhagem A549, de carcinoma pulmonar de

células ndo pequenas, por uma semana em cultura para observar o processo de
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"esferoidizacdo". De acordo com o estudo, os esferoides levaram aproximadamente uma
semana para atingirem a completa formacdo’?. J& Al-Hity et al. (2021) constatou que os
esferoides 66CL4 e 4T1, ambos de linhagem de cancer de mama, levaram 4 dias para formarem

completamente!4,

Em nossos estudos mantivemos os esferoides da linhagem H292 em cultivo por 8 dias e
observamos, igualmente aos autores anteriores, uma diminuicdo da area dos esferoides apds

48 horas, acompanhado por sua compactacdo maxima no 52 dia apds o plagueamento.

As células tumorais formam estruturas tridimensionais devido a interacdo entre integrinas
e a matriz extracelular. Essa interacdo resulta na agregacdo celular e posterior compactacdo
mediada pela interagBes de caderinas (proteinas transmembrana), como mostrado na Figura
4672, Esse processo explica a necessidade de um periodo especifico para a formacdo completa

dos esferoides.

A) Agregacao B) Acumulo de C) Compactacio dos
celular E-Caderina esferoides

Figura 46. Formacdo de um esferdide representado com a linhagem H292
cultivada por 3 dias. (A) 12 dia, formacdo de agregados celulares soltos via
ligacdo integrina-MEC; (B) 22 dia, um periodo de atraso para expressdo e
acumulacdo de caderina; (C) 32 dia, formacdo de esferdides compactos
através de interacBdes entre caderinas’?. Adaptado de BENIEN, P; SWAMI,
A. (2024).

Saraiva et al. (2020) estabeleceram o 62 dia apds a formacdo dos esferoides, utilizando a

linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231, como o0 momento em que a estrutura
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estava completamente formada. No 62 dia, portanto, realizaram a co-cultura com PBMCs, em
uma proporgdo de células tumorais para PBMCs de 1:173. J4 Al-Hity et al. (2021) estabeleceram
o modelo de co-cultura entre linhagem de cancer de mama triplo negativo e esplendcitos

contendo linfécitos T ativados na propor¢do de 1:5%.

Lin et al. (2022) estabeleceram um modelo de co-cultura 3D entre linhagem de cancer
pancreatico e linfécitos T isolados de camundongos em uma propor¢do de 10:174. Aqui
estabelecemos a co-cultura apdés 5 dias da formacdo do esferoide, em uma proporgao de células
tumorais para linfocitos T CD8* de 5:1, um modelo de co-cultura que reflete essa proporc¢do
pode ser mais representativo do ambiente tumoral in vivo, uma vez que o numero de células

tumorais é superior ao de linfécitos.

Estabelecemos, portanto, o modelo de co-cultura 3D e comprovamos, através da
padronizacdo dos cortes histoldgicos em criostato, a capacidade dos linfocitos de infiltrar o
esferoide tumoral. Por fim, apds ajustar o volume de meio de cultura para 100 pL de meio T Cell
Media em cada poco, determinamos o segundo dia apds a formacdo da co-cultura como o
momento ideal para iniciar os tratamentos com inibidores do checkpoint imunoldgico, uma vez

gue foi o periodo em que observamos o inicio da formacdo do halo linfocitario.

Embora, em nossas andlises, ndo tenhamos observado diferengas entre os tratamentos com
Nivolumabe e Durvalumabe, com o tratamento iniciado no segundo dia apds a co-cultura,
observamos que ambos os tratamentos induziram o aumento do halo linfocitdrio em
comparacdo ao grupo controle sem tratamento. Esses achados evidenciam a capacidade do

modelo em promover a resposta imunoldgica frente ao tratamento imunomodulador.

Em ambas as linhagens, H358 e H292, com expressdo positiva e negativa para PD-L1,
respectivamente, o tratamento com diferentes concentracdes de Nivolumabe (anti-PD-1)
apresentaram aumento do halo linfocitdrio em comparagdo ao grupo controle, sem tratamento.
O anticorpo monoclonal anti-PD-1 atua bloqueando a proteina PD-1, presente nas células
imunoldgicas, e é responsavel por regular a resposta imune do corpo. Ao bloquear PD-1, o

Nivolumabe ajuda o sistema imunolégico a reconhecer e atacar células cancerigenas?®® 7> 76,

Observou-se, ainda, que o tratamento com Durvalumabe (anti-PD-L1) nas concentragdes de

50 pM e 150 pM resultou no aumento da espessura do halo linfocitario na linhagem H292, em
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comparacdo com o controle. Na linhagem H358, concentracdes de 50 pM e 100 pM de
Durvalumabe também resultaram em uma maior espessura do halo linfocitario do que no grupo
controle. Notavelmente, as linhagens H358 e H292, com expressao positiva e negativa de PD-
L1, respectivamente, apresentaram respostas distintas as concentragdes de 100pM e 150pM
do tratamento com Durvalumabe. O que evidencia a importdncia de considerar a
heterogeneidade molecular dos tumores ao avaliar a eficacia dos tratamentos imunoterapicos.
Esses resultados sugerem que ajustes nas concentracdes de Durvalumabe podem ser
explorados como uma estratégia para otimizar a resposta com os inibidores do checkpoint

imunoldgico frente a diferentes contextos tumorais.

E importante reconhecer que nosso estudo apresenta algumas limitacdes, incluindo a falta
de avaliacdo de outros parametros imunoldgicos e a natureza in vitro dos experimentos. No
entanto, nossos resultados fornecem uma base sélida para investigacdes futuras sobre os
mecanismos de resposta aos tratamentos imunoterdpicos e o desenvolvimento de abordagens

terapéuticas mais eficazes para o cancer.

Desta forma, demonstramos uma das aplicacGes dessa padronizacdo, o de avaliar o efeito
de agentes terapéuticos imunomoduladores, como imunoterapias, para entender como essas
intervencdes afetam a resposta imune e a dinamica do tumor. Este modelo, pode ainda, ser
adaptado para outras linhagens celulares de diferentes tipos tumorais, provenientes de culturas

estabelecidas ou primarias. Além disso, o modelo aqui desenvolvido é adequado para:
e Investigar as interacgdes iniciais entre linfocitos e células tumorais em um contexto 3D;

e Auxiliar na compreensdo de como as células tumorais desenvolvem mecanismos de
resisténcia a resposta imune, permitindo o estudo de vias de escape e estratégias para

superar a resisténcia;

e A avaliacdo de terapias combinadas, incluindo tratamentos imunomoduladores em

conjunto com outros agentes terapéuticos, para otimizar a resposta ao tratamento.

Este modelo foi desenvolvido a partir de um sistema alogénico, uma vez que, a padronizacdo
desenvolvida por nosso grupo de pesquisa para a obtencdo de linfécitos de doadores saudaveis

€ mais acessivel e pratica em comparacdo com a obtencdo de linfécitos de pacientes com
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cancer3. Além de permitir um maior controle experimental, minimizando varidveis

relacionadas a heterogeneidade do sistema imunoldgico presente em pacientes com cancer.

Contudo, otimizacdes deste protocolo podem ser aplicadas visando o desenvolvimento de
um modelo de co-cultura 3D com células tumorais e imunes obtidas diretamente de pacientes
oncoldgicos. Isso envolveria a padroniza¢cdo do tempo de cultivo da linhagem 2D, assim como o

periodo necessario para a formacdo dos esferoides.

Diferentes técnicas, além da analise de imagens, podem ser aplicadas a este modelo de
co-cultura, como imunofenotipagem por citometria de fluxo, ensaios de viabilidade celular, ou
ELISA do sobrenadante da cultura. Tais técnicas tem potencial para auxiliar na investigacdo da
resposta imunoldgica diante do tratamento utilizado no modelo de co-cultura 3D desenvolvido

nesse estudo.

7. CONCLUSAO
Em conclusdo, estabelecemos o primeiro modelo de co-cultura 3D entre linhagens tumorais

e células do sistema imunoldgico dentro do Laboratdrio de Cultura Celular do Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Amor em Barretos. Este é um marco

significativo para nosso laboratdério e representa um avango importante em nossas pesquisas.

Este modelo de co-cultura 3D é caracterizado por sua simplicidade e reprodutibilidade,
empregando um meio de cultura RPMI completo (com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina), e sendo facilmente replicavel com o uso de placas de baixa fixacdo.
Com uma proporcao de 5:1 entre as células tumorais e imunes, este modelo se mostra
representativo das interagdes que ocorrem no microambiente tumoral in vivo. Além disso,
realizamos a padronizacdo dos cortes histoldgicos em criostato, confirmando a eficaz infiltragdo

das células imunes no esferoide tumoral.

Por fim, este modelo tem potencial para auxiliar na caracterizacdo da eficicia de
medicamentos anticancer em células de cancer de pulmdo de ndo pequenas células, auxiliando,
portanto, no desenvolvimento de novas terapias, e na otimizacdo de estratégias terapéuticas
combinadas. Adicionalmente, desenvolvemos uma plataforma para estudar a complexa

interacdo entre o cancer e linfécitos T CD8*.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Anexo A — Formagdo de esferoides utilizando micromoldes de precisdo para formar géis de
agarose com micropogos
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Figura Suplementar 1. Linhagem A549 semeada em placa de 12
pocos contendo gel de agarose micromoldada. As células foram
semeadas na concentracdao de 1, 2, 4, 5 e 6 milhGes, e fotografadas
24h, 48h e 72h apds serem semeadas. M: milhdo, H: hora.



Figura Suplementar 2. Linhagem H292 WT semeada em placa de 12
pocos contendo gel de agarose micromoldada. As células foram
semeadas na concentracdo de 2 e 4 milh&es, e fotografadas as 24h, 48h
e 72h.
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Figura Suplementar 3. Linhagem LCOR105 semeada em placa de 12
pocos contendo gel de agarose micromoldada. As células foram
semeadas na concentracdo de 1, 2, 4, 5 e 6 milhdes, e fotografadas as
24h, 48h e 72h.
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Figura 47. Captura dos esferoides formados a partir da linhagem A549. a) e b) A549,
utilizando-se uma pipeta P1000.

Figura Suplementar 548. Em a) e b) captura dos esferoides da linhagem H292 com pipeta P100.
c) e d) captura de esferoides da linhagem LCOR105 com pipeta P100. e) e f) esferoides H292
WT capturados com pipeta pasteur, e g) e h) linhagem LCOR105 capturadas com pipeta pasteur.
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Anexo B — Formagao de esferoides utilizando placas revestidas com Agarose

Figura Suplementar 6. Protocolo de formagao de esferoides com microplacas revestidas com
agarose. a) A549; b) LCOR105; c) H358; d) H1975; e) HCC827; f) SKMES1; g) H292 WT.



