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RESUMO

Pereira, Pedro Henrique Barbosa. Caracterizacao de linfocitos intratumorais e periféricos
em pacientes com colangiocarcinoma [Dissertacdo]. Sao Paulo; Fundagao Antonio Prudente;

2022.

INTRODUCAO: Com origem nos dutos biliares, o colangiocarcinoma (CCA) pode ser
classificado de acordo com a sua localizacdo anatomica em intra- e extra-hepatico. Com
escassas opgoes terapéuticas, o CCA ¢ altamente agressivo, em virtude do seu crescimento
silencioso e da formagao de metastases precoces. OBJETIVO: Partindo do pressuposto de que
o perfil inflamatorio e as caracteristicas imunologicas relacionadas ao microambiente tumoral
apresentam relevancia terapéutica, nds caracterizamos a composicao de populacdes linfocitarias em
pacientes com CCA virgens de tratamento, nos debrucando principalmente sobre caracteristicas
fenotipicas e funcionais das células NK isoladas de amostras de sangue periférico e de ressecgdes de
tecidos peritumoral e intratumoral. MATERIAL E METODOS: Nesse contexto, as células
imunes foram analisadas por meio da técnica de citometria de fluxo de alta dimensao,
utilizando-se painéis de anticorpos complexos para identificar populagdes de células da
linhagem linfoide. Além disso, fizemos ensaio in vitro de proliferacdo de células NK para
compreender a capacidade proliferativa de subpopulacdes de células NK. RESULTADOS: O
infiltrado linfoide dos pacientes analisados se mostrou substancialmente heterogéneo,
revelando frequéncias que variaram de 1% a 27.3% nos tecidos tumorais e de 0,4% a 46,8%
nos tecidos peritumorais. De modo geral, ndo houve diferenca na frequéncia do infiltrado
inflamatorio entre o tecido tumoral e o peritumoral dos pacientes analisados. Porém, os
linfocitos T CD4 e T CD8 estavam abundantemente representados no microambiente tumoral
desses pacientes. Por outro lado, as células NK e os linfocitos B estavam representados numa
frequéncia menor no microambiente tumoral. As células T CD4 e T CD8 expressaram
amplamente o marcador de ativagdo celular CD69, enquanto as células B expressaram altos
niveis de CD38 e HLA-DR, sugerindo uma possivel participacdo como células apresentadoras
de antigeno (APC). Além disso, um denso infiltrado de plasmocitos foi observado no TME.
Também identificamos uma nova subpopulagdo de células NK periféricas, com fendtipo
bastante distinto das células NK convencionais, caracterizada pela alta capacidade proliferativa,
pela expressdo de CD39 e de outros immune checkpoints e pela producao de IL-10, sugerindo
uma atividade potencialmente supressora. Além disso, nds encontramos uma populagao de

células NK na regido tumoral caracterizada pela alta expressao de CD39, sugerindo que tal



populacdo possa contribuir para a geracdo de um microambiente imunossupressor em
colangiocarcinoma. CONCLUSAO: Pacientes com CCA apresentam infiltrado imune
intratumoral composto sobretudo de linfocitos T ativados. Além disso, a descoberta de uma
populagdo de células NK potencialmente supressora abundantemente encontrada na periferia e
que pode atingir a regido tumoral pode despontar como alvo terapéutico para a reversdo do

microambiente supressivo em pacientes com CCA.

Palavras-chave: Colangiocarcinoma; infiltrado inflamatério; inflamagao sistémica; células NK
supressoras; [L-10.



ABSTRACT

Pereira, Pedro Henrique Barbosa. Characterization of systemic and intratumor lymphocytes
in patients with cholangiocarcinoma [Dissertacdo]. Sdo Paulo; Funda¢do Antdnio Prudente;
2022.

INTRODUCTION: Cholangiocarcinoma (CCA) is a rare type of cancer that affects the bile
ducts and has been classified according to its anatomical location into intra- and extra-hepatic.
With scarce therapeutic options, CCA 1is highly aggressive, due to its silent growth and the
capacity of generating early metastases. AIMS: Accumulating evidence shows that both the
inflammatory profile and the immunological characteristics related to the tumor
microenvironment are therapeutically relevant across tumor types. Thus, we characterized the
composition of lymphocyte (sub)populations in treatment-naive CCA patients, focusing mainly
on the phenotypic and functional characteristics of NK cells from blood samples as well as
peritumor and intratumor tissue resections. MATERIAL AND METHODS: Here, systemic
and intratumor immune cell populations were analyzed using the high-dimensional flow
cytometry technique, where complex antibody panels were used to identify lymphoid cell
populations. Furthermore, we performed in vitro proliferation assay to assess the proliferative
capacity of NK cell subpopulations. RESULTS: The immune cell infiltrate within tissue
resections was substantially heterogeneous, revealing frequencies that ranged from 1% to
27.3% in tumor tissues and from 0.4% to 46.8% in peritumor tissues. Overall, the inflammatory
infiltrate was similar between tumor and peritumoral tissues from CCA patients. However, CD4
and CDS8 T lymphocytes were abundantly found within the tumor microenvironment of these
patients. On the other hand, NK cells and B lymphocytes were present in lower frequencies
within the tumor microenvironment. CD4 and CD8 T cells widely expressed the cell activation
marker CD69, while B cells expressed high levels of CD38 and HLA-DR, suggesting a possible
participation as antigen presenting cells (APC). Additionally, an exuberant infiltration of
plasma cells was found in the TME. Finally, we identified a not-yet-characterized non-classical
subpopulation of highly proliferative peripheral NK cells, which is phenotypically different
from conventional NK cells, as they highly express CD39, other immune checkpoints, and IL-
10, thus suggesting a new regulatory NK cell subpopulation. More interestingly, we found an
intratumor NK population that highly express CD39, suggesting that such population could
contribute to the generation of a suppressive TME in cholangiocarcinoma. CONCLUSION:
Patients with ACC exhibit an immune infiltrate mainly composed of active T lymphocytes

within the tumor microenvironment. Moreover, the identification of a potentially suppressive



NK cell subpopulation commonly found in the periphery - which could reach the intratumor
regions of CCA patients - can emerge as a promising therapeutic target capable of reversing the

suppressive tumor microenvironment of CCA.

Keywords: Cholangiocarcinoma; inflammatory infiltrate; systemic inflammation; suppressive

NK cells; IL-10.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biologia do Cancer e Infiltrado Inflamatério

Células normais necessitam de sinais de crescimento exdgenos para alcangar um estado
ativo de proliferacdo. Esses sinais sdo transmitidos para as células através de receptores
transmembrana, que se ligam em classes distintas de moléculas de sinalizacdo. A dependéncia
da sinalizacao para o crescimento e proliferacdo celular ¢ o que garante a homeostase ¢ o
comportamento adequado dos varios tipos de células dentro de seus respectivos tecidos'. O
cancer ¢ caracterizado por um crescimento descontrolado de células aberrantes que podem
afetar diferentes partes do corpo e se disseminar por locais e tecidos diversos>. Um dos fatores
que regula a génese da formacao tumoral ¢ a eliminagdo e/ou redugdo da dependéncia de fatores
de crescimento exdgenos para a propagacdo e crescimento das células tumorais, uma vez que
as células aberrantes passam a produzir sinais de crescimento proprios, reduzindo assim a sua
dependéncia de sinais exdgenos'.

Para a sustentagdo do crescimento tumoral, as células tumorais demandam grandes
quantidades de nutrientes e oxigénio. Na auséncia dessas condi¢des, a capacidade de
crescimento e proliferagdo das células tumorais pode ser interrompida ou reduzida. Como
mecanismo compensatorio, as células tumorais podem produzir moléculas que induzem a
neovascularizag¢ao, promovendo um acumulo local de fatores pro-angiogénicos, como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF)* . Esse processo contribui para a rapida formacao
de vasos tumorais com caracteristicas disfuncionais. A vasculatura resultante ¢ bastante
permeavel, tortuosa, com padrdes aleatorios de interconexdes e aleatoriamente distribuidos.
Como resultado, as células endoteliais que revestem esses vasos adquirem uma morfologia
aberrante e sdo frouxamente ligadas umas as outras, enquanto os pericitos sdo fracamente
fixados ao endotélio ou mesmo ausentes, o que dificulta a regulacdo da permeabilidade
vascular’*. As células endoteliais também podem expressar baixos niveis de moléculas de
adesdo celular, como VCAMI1 e ICAMI, o que dificulta a interagdo entre células do sistema
imune e células endoteliais, dificultando a migracdo destas células para microambiente tumoral
(TME), contribuindo assim para o surgimento dos chamados “tumores frios”. Além disso, essas
propriedades aberrantes dos vasos geram um estado de hipdxia e promovem um acumulo de
moléculas menores, como glicose e aminoacidos, que podem afetar a fungao das células imunes

no TMEZ?.



A necrose e a acidose - fendmenos resultantes da hipoxia e da glicolise locais,
respectivamente -, juntamente com o acumulo de fatores de crescimento, citocinas anti-
inflamatoérias e quimiocinas, como TGF-B, VEGF, IL-10 e CXCL12, atuam para promover um
TME imunossupressor, recrutando células imunes anti-inflamatérias ou reprogramando
populacdes celulares efetoras em populagdes alternativamente ativadas ou exaustas, que s@o
incapazes de eliminar eficientemente as células tumorais'>. O ambiente anti-inflamatério se
torna ideal para o recrutamento de células mieloides supressoras (MDSCs) via CXCL8%!°, de
c¢lulas dendriticas com capacidade de processamento e apresentagao de antigenos reduzida ou
inibida®?®, de macréfagos associados ao tumor (TAM) polarizados para o perfil M2!'3!4 de
células T CD4 convertidas em células T reguladoras (Treg) através do acimulo de CCL28,
CCL17, CCL22'""12, de neutrofilos associados ao tumor (TAN) polarizados para neutrofilos N2

e de células T CDS e natural killers (NK) exaustas'?!4,

1.2 Resposta Imune no ciancer

Um dos principais mecanismos de protecao contra tumores € a morte de células tumorais
por linfécitos T, em especial, por linfocitos T CDS8 citotoxicos (CTLs). Estas células sdo
ativadas dentro do linfonodo por células apresentadoras de antigeno (APCs) que ja passaram
pelo processo de reconhecimento e processamento de antigenos tumorais e por células T
auxiliares. Apos a ativacao e expansao, os CTLs migram para a regido tumoral, onde sdo
capazes de reconhecer antigenos tumorais expressos via MHC-I e erradicar as células tumorais
de forma seletiva '3(Fig. 1). Valendo-se de mecanismos efetores bastante sofisticados, os CTLs
patrulham a superficie das células que compdem o TME. No momento em que um determinado
antigeno tumoral ¢ reconhecido com alta avidez, um processo complexo de eliminag¢ao tumoral
¢ entdo orquestrado. Com a formagdo da sinapse imunologica, tdo necessaria para a
discriminagdo antigénica, ao reconhecer um antigeno estranho, as CTLs produzem e secretam
perforinas na fenda sinaptica, com posterior inducdo de poros na superficie tumoral. Os poros
formados facilitam a agdo de granzimas, que rapidamente promovem a morte tumoral por
apoptose, um mecanismo dependente da via das caspases. No entanto, apesar da presenca das

CTLs, mesmo tumores altamente imunogénicos progridem frequentemente!¢,



Migracao de CTL

tumor-especifico Killing de célula linfatico
para o tumor tumoral por cTL|  aferente

Linfonodo

Ativacao de célula
T CD8* antigeno
~ tumoral-especifica

Figura 1. Resposta de linfocitos T citotéxicos (CTL) contra tumores. Células dendriticas capturam e
processam antigenos tumorais, migram para os linfonodos drenantes e apresentam os antigenos para
células T, que sofrem expansdo clonal. As células T reativas migram para o sitio tumoral, onde
desempenham as suas funcdes efetoras.

Fonte: Adaptado de Abbas A.K., Lichtman A.H. Imunologia Basica 9* Edi¢do

O processo de progressdo tumoral estd frequentemente associado com a aquisi¢do de
um estado disfuncional por CTLs!”. Este estado disfuncional, também conhecido por exaustio
celular'®, ¢ causado pela apresentacao de antigenos e neoantigenos tumorais de forma cronica e
persistente as CTLs. Como consequéncia, os CTLs se tornam incapazes de desempenhar suas
atividades citotoxica e inflamatdria, o que compromete substancialmente a sua capacidade de
eliminagdo tumoral. Tais mudancas funcionais sdo acompanhadas de mudancas fenotipicas. Os

CTLs exaustos passam a expressar diversos receptores inibitérios, como a proteina de morte



programada 1 (PD-1), proteina Ig dos dominios de mucina e imunoglobulina de célula T
(TIM3), gene 3 de ativagdo de linfocitos (LAG3), imunoreceptor de células T com dominios
imunoglobulina e ITIM (TIGIT), antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4) e
CD39. Este ultimo ¢ sabidamente uma ectoenzima pertencente a familia das ectonucleotidases
e que foi inicialmente descrita em células T reguladoras (Tregs). A época, notou-se que 0 CD39
e o CD73 expressos conjuntamente na superficie de Tregs atuam na conversdo do ATP
disponivel no meio extracelular em adenosina, uma molécula com alto potencial supressor.
Atribuiu-se assim um papel estritamente supressor ao CD39. Recentemente, porém, com o
advento de ferramentas multi-Omicas e o maior entendimento da complexidade funcional e
fenotipica das células imunes, 0 CD39 também tem sido identificado em outras células imunes
e tem ganhado contornos funcionais que vao além da atividade de ectonucleotidase em Tregs.
Por exemplo, em linfocitos T CDS, o CD39 tem sido descrito como um marcador de exaustao
celular'®. No TME, o CD39 é expresso seletivamente por células T CDS reativas ao tumor®’2!.
Os linfocitos T CD8 CD39" intratumorais sdo enriquecidos em genes associados a proliferagdo
e exaustdo, a producao prejudicada de Interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-
o) e interleucina 2 (IL-2)*? e exibem uma diversidade reduzida de clondtipos de TCR. Além
disso, os linfocitos T CD8 CD39" sdo abundantemente encontrados no TME de diversos tipos
tumorais, incluindo bexiga®*, carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC),
melanoma, cancer de coélon, cancer retal, cancer de pulmao, CRLM e cancer de ovario* mama
e melanoma®’ ovério?® e carcinoma renal de células claras®’. Frequentemente, a presenca dos
linfocitos T CD8 CD39" intratumorais esta associada a um melhor prognostico para o paciente,
com excec¢do do carcinoma renal de células claras, dentre os aqui citados®®. Ratificando essa
ideia, dados preliminares do nosso grupo mostram a capacidade antitumoral dos linfocitos T
CD8 CD39" intratumorais. Nesse sentido, o0 CD39 surge como um marcador que caracteriza
uma subpopulacdo de linfocitos T CDS8 antitumorais, porém em estado de exaustao.

A imunidade inata também pode contribuir de forma significativa para a protecdo contra
tumores, principalmente através da agdo antitumoral das células NK. As células NK foram
identificadas pela primeira vez em 1975 e classificadas como linfocitos efetores inatos por
exibir atividade citotoxica contra células tumorais, elas representam de 5 a 15% de todas as
células mononucleares presentes na corrente sanguinea e no bago e sdo um componente
importante da resposta imune antiviral e antitumoral®®. Essas células sdo vistas como células
efetoras citotoxicas que possuem uma capacidade de matar células infectadas ou disfuncionais

como as cé€lulas tumorais, de forma rapida e sem necessidade de uma pre-ativagdo, através da



liberagdo de perforina-1 e granzimas (Fig. 2A). Elas também desempenham um papel
importante no estimulo e recrutamento de outras células do sistema imunologico através da
liberacdao de citocinas como interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral-o (TNF-a), fator
estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos GM-CSF, IL-10 e IL-133% 3!, Dessa
forma, as células NK podem atuar de forma direta, matando células infectadas e disfuncionais,
ou indireta, através da ativacdo de macrofagos via IL-12/IFN-y, onde os macrofagos secretam
a IL-12 que faz as células NK produzirem o IFN-y que ativa os macrofagos para matarem os
microrganismos fagocitados (Fig. 2B)!°. As células NK também podem atuar na imunidade
adaptativa, trabalhando em conjunto com as células B através da citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC)??, processo no qual as células NK matam as células alvo que

foram recobertas com anticorpos IgG que sao reconhecidos por meio dos seus receptores Fc.
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Figura 2. Funcoes efetoras das células NK. (A) Reconhecimento
de células estressadas ou infectadas por células NK. (B) Ativagdo
de macrofagos por células NK produtoras de IFN-y.

Fonte: Adaptado de Abbas A.K., Lichtman A.H. Imunologia
Basica 9* Edig¢ao

As atividades funcionais das células NK sdo reguladas por um balanco fino entre



receptores de ativagdo e de inibi¢do expressos normalmente na sua superficie’>. Durante o
reconhecimento celular, hd um equilibrio entre sinais de ativagdo e de inibi¢do enviados por
ligantes expressos em células normais, o que impede a ativagdo das células NK. Contudo, no
cancer, este equilibrio ¢ quebrado, sobretudo quando as células tumorais regulam
negativamente a expressdo de MHC-I, a fim de evitar a acdo de CTLs, visto que moléculas de
MHC-I sdo o principal estimulo inibitério no controle das células NK** 33, tumores que deixam
de expressa-las tornam-se permissivos a agdo citotoxica das células NK3¢. Assim, durante o
reconhecimento de células tumorais que regulam negativamente a expressao de MHC-I, os
sinais de ativacdo das células NK se sobressaem aos de inibi¢do, tornando-as ativadas. Como
consequéncia, as células NK podem eliminar as células tumorais por mecanismos citotoxicos
bastante parecidos aos descritos anteriormente para CTLs>’.

Mecanismos adicionais de escape da morte de células tumorais mediada por células NK
podem envolver o engajamento de outros receptores inibitorios, além dos receptores que
interagem com as moléculas de MHC-I. Dentre esses receptores estdo os immune checkpoints
TIGIT, PD-1, CD96, LAG3 e TIM3, cujos ligantes podem ser regulados positivamente por

células tumorais e, assim, inibir os efeitos antitumorais das células NK3%.

1.3 Colangiocarcinoma

O Colangiocarcinoma (CCA) ¢ um cancer extremamente agressivo que afeta as células
epiteliais dos dutos biliares. Como os sintomas sdo observados apenas em estagios mais
avangados da doencga, quando as células tumorais bloqueiam o trato biliar, o CCA ¢ quase fatal
quando diagnosticado®**°. O CCA ¢ classificado em dois tipos distintos, de acordo com a sua
localizagdo anatdémica ao longo dos ductos biliares, a saber: o intra-hepatico (ICCA) e o extra-
hepatico (eCCA). O iCCA surge nos ductos biliares periféricos dentro do parénquima hepatico,
¢ o subtipo mais raro, representando cerca de 10% de todos os CCA. J4 o eCCA ¢ mais
heterogéneo e pode ser classificado em dois subtipos bem diferenciados, de acordo com
caracteristicas histologicas e moleculares (ref hayashi / chung, pegar no zotero): o peri-hilar
(pCCA), que surge proximo a confluéncia dos ductos intra-hepaticos direito e esquerdo com o
ducto biliar comum; e o distal (dACCA), que surge na porcio do ducto biliar comum'®.

Apesar de ser um tumor raro, o CCA ¢ a segunda neoplasia hepatica mais comum, atras
apenas do carcinoma hepatocelular (HCC), e representa cerca 3% de todos os tumores

gastrointestinais. A incidéncia e as causas do CCA variam entre os subtipos e regides



geograficas em todo o mundo. Em paises com IDH alto, a incidéncia de CCA ¢ baixa, variando
entre 0,35 a 2 casos por 100.000 habitantes anualmente. No entanto, em algumas regides da
China e Tailandia, onde a incidéncia de CCA esté relacionada com a infe¢ao pelos parasitas
trematodeos Opisthorchis viverrini, O. felineus e Clonorchis sinensis, esses parasitas se
instalam nos ductos biliares causando inflamagdo e sua infec¢do ¢ causada pelo consumo de
peixe cru infectado, essa incidéncia pode chegar a 115 casos por 100.000 homens ou 40 casos
por 100.000 mulheres**-42,

Dentre os principais fatores que contribuem para a génese do CCA, além das infeccdes
parasitarias que sdo endémicas em algumas regides da Asia, estdo as doengas que sdo
responsaveis por causar inflamacdo cronica da arvore biliar, como por exemplo a colangite
esclerosante primdria, doenga autoimune caracterizada por inflamagao e fibrose nos ductos
biliares intra e extra-hepaticos e que promove processos pro-oncogénicos, como proliferacao
celular, indugdo de danos ao DNA e alteragdes da matriz extracelular. A doenca de Caroli, a
hepatolitiase, a cirrose e as hepatites B e C também podem contribuir para o aparecimento do
CCA**_ Além disso, doenca hepética associada a obesidade e diabetes, idade e sexo também
sao considerados fatores de risco para o surgimento de CCA. No entanto, ¢ importante ressaltar
que a maioria dos pacientes com CCA fora da Asia ndo apresenta fatores de risco identificaveis.
Mutagdes em genes criticos envolvidos no reparo de DNA, na prote¢do celular contra toxinas
e na vigilancia imunolégica, como MTHFR, TYMS, ABCC2, CYPIA2, KLRKI e MICA,
também predispdem a doenga® .

O diagnostico do CCA ainda ¢ um desafio, e os sintomas da doenca podem surgir de
forma direta, com a obstrugdo total dos ductos biliares, ou devido a patologias subjacentes
causadas por complicag¢des do tumor, como por exemplo a doenga hepatica cronica. No entanto,
como os sintomas sao perceptiveis apenas quando a doenga ja se encontra em estagio avangado,
essas caracteristicas conferem ao CCA um cardter silencioso. Em virtude também da
inespecificidade dos sintomas, os pacientes geralmente apresentam doenca em estagio
avangado quando diagnosticado*! #443,

As opgoes terapéuticas para o CCA ainda sdo bem limitadas, e a ressecc¢do cirurgica
com intencdo curativa, a mais adequada. Entretanto, tal intervencao so € possivel quando os
tumores sdo diagnosticados em estagios iniciais, o que acontece em menos de 50% dos casos
para tumores extra-hepaticos e em 22% dos casos para tumores intra-hepaticos. Apds a resse¢ao
cirirgica, o progndstico para estes pacientes ainda ¢ preocupante. Estima-se que a sobrevida

global mediana ¢ de 40 meses, e a sobrevida em 5 anos varia de 25 a 40% para iCCA. Nos casos



de pCCA e dCCA, a sobrevida em 5 anos é de 30% a 41% e 27 a 37%, respectivamente**,

1.4 Resposta Imune em Colangiocarcinoma

A falta de estudos abrangentes em CCA, decorrente da dificuldade em se obter um
nimero razoavel de amostras de pacientes, prejudica o desenvolvimento de novas estratégias
para o tratamento da doenga, e a cirurgia continua sendo a Unica opg¢do potencialmente
curativa®. Nesse sentido, a nossa compreensdo da composi¢do imune intratumoral e de como
as células imunes interagem entre si em pacientes com CCA ainda ¢ limitada.

Estudos realizados nos ultimos anos t€ém se limitado a mostrar a presenca de poucos
marcadores celulares relacionados a populagdes imunes no tumor, principalmente por meio de
ensaios de imuno-histoquimica. Em geral, sabe-se que linfocitos T CD4 e T CDS8 estao
abundantemente infiltrados no tumor, e tal perfil estd associado a uma sobrevida global mais
longa em pacientes com CCA*. As células B, embora menos abundantes, também parecem
exercer um papel importante no CCA, visto que um maior infiltrado de linfocitos B também
esta relacionado a uma sobrevida global mais longa*”- **. Portanto, as células B e T parecem
conferir beneficio clinico para pacientes com CCA. Ao contrério, a presenca de neutréfilos,
macrofagos e células T reguladoras no microambiente tumoral parece ter uma associacao
negativa com a presenga e resposta de células T CD8, conferindo a esses pacientes um pior
prognostico®®.

Nos ultimos anos, as terapias com inibidores de checkpoint imunologico tém se
estabelecido como uma opg¢ao de terapia sist€émica eficaz para o tratamento de muitos tumores
solidos. No entanto, apesar de alguns estudos mostrarem uma alta frequéncia da expressao de
PD-L1 em pacientes com CCA, e que esta expressao esta associada a uma pior sobrevida para

esses pacientes**!

, estudos que avaliam a eficacia de tratamentos com bloqueadores de immune
checkpoint tém mostrado resultados modestos para esta linha de tratamento. Estudos clinicos
de fase I, que avaliaram a eficacia e a seguranca do tratamento com nivolumabe, um anticorpo
monoclonal anti-PD-1, sozinho ou combinado com ipilimumabe, um anticorpo monoclonal
anti-CTLA4, em pacientes com CCA metastatico, mostram uma mediana de sobrevida livre de
progressdo modesta (2,9 a 3,1 meses) e sem diferenga estatistica quando avaliado o status de
PD-L1 nesses pacientes®> 3. Embora mais estudos sejam necessarios para avaliar em definitivo
a eficacia de tratamentos que visam o bloqueio do eixo PD-1/PD-L1 em pacientes com CCA,

\

estes resultados mostram que h4d uma lacuna a ser preenchida quanto a caracterizacdo do



infiltrado imune destes pacientes para que novos immune checkpoints com potencial terapéutico
possam ser identificados.

Diante deste cenario, os dados acima sugerem que as cé¢lulas T e B sdo pecas-chave
necessarias para uma melhor resposta no CCA, embora ainda sejam desconhecidos potenciais
mecanismos que possam contribuir para o controle tumoral. Uma das hipdteses exploradas
atualmente no nosso grupo ¢ que linfocitos T e B podem se organizar em nichos celulares que
promovem intensa resposta antitumoral denominados de estruturas linfoides tercidrias (TLSs).
Além disso, como demonstrado mais a frente, a descoberta de populacdes fenotipicamente
distintas de células NK em pacientes com CCA tem despertado a nossa aten¢do. Desse modo,
temos caracterizado de forma abrangente as células imunes periféricas e infiltrantes no tumor
de pacientes com CCA, com o intuito de compreender como linfocitos T e B interagem entre si

e dissecar os estados funcionais das subpopulacdes de células NK desses pacientes.
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2. JUSTIFICATIVA

As mudancas no programa intracelular das células imunes que se infiltram no tumor sao
conduzidas pelo dinamismo da progressao tumoral. Além disso, a migragao das células imunes
em dire¢do a regido intratumoral ¢ influenciada pela composi¢do do microambiente do tumor.
Neste trabalho, lancamos a hipotese de que as células B e T estdo abundantemente presentes
nas regides intratumorais de CCA. Além disso, trabalhamos com a hipotese de que células NK
efetoras e reguladoras terdo efeito clinico diametralmente oposto, envolvidas com melhor e pior

desfechos clinicos, respectivamente.

3. OBJETIVOS

e Dissecar a composi¢ao celular imune em resseccoes de tecido peritumoral e tumoral de
pacientes com CCA;
e Dissecar a composicao celular imune em amostras sanguineas de pacientes com CCA;

e (Caracterizar células NK efetoras e reguladoras em pacientes com CCA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Pacientes

Este ¢ um estudo prospectivo, que foi submetido e aprovado pelo Comité de ética em
Pesquisa do A.C. Camargo Cancer Center (CEP 2712/19). Amostras de sangue periférico,
tecidos tumoral e peri-tumoral foram coletadas de pacientes diagnosticados com CCA. Foram
incluidos no estudo pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos, sem comorbidades, que
ndo tenham sido submetidos a terapias anti-neopldsicas prévias ou estejam fazendo uso de
medicacdo que interfiram na resposta imune. Esses critérios visam minimizar a heterogeneidade
imune entre os pacientes. Também foram coletadas amostras de sangue periférico de pacientes
com CCA que nao foram elegiveis para ressecc¢ao cirirgica como primeira linha de tratamento
e seguiram para quimioterapia neoadjuvante. Todas as coletas foram previamente autorizadas
pelo préprio paciente mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE).

4.2 Coleta e isolamento de Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de

sangue periférico dos pacientes com CCA e controles saudaveis

Para a caracterizacdo da resposta imune dos pacientes com CCA, 8mL de sangue
periférico foram coletados em tubos de EDTA num periodo maximo de até 10 dias antes da
cirurgia. O sangue foi centrifugado a 400g por 10 minutos em temperatura ambiente para a
separacao do plasma sanguineo, que foi armazenado a -80°C para procedimentos posteriores.
Em seguida, o PBMC foi isolado utilizando gradiente de separacao por Ficoll ® Paque Plus
(Cytiva); as células vidveis foram contadas fazendo uso da coloragdo de azul de Trypan
(SIGMA) em camara de Neubauer. Uma fragao das células foi analisada a fresco por citometria
de fluxo e a fracdo sobressalente foi armazenada em solugdo de criopreservacao (10% DMSO
+ 90% de soro fetal bovino) e congelada gradualmente (1°C/min) até atingir -80°C para
procedimentos posteriores. De modo paralelo, foram coletados 8 mL de sangue de 10
individuos saudaveis (sem diagnostico de neoplasia maligna) com idades semelhantes (+ 2

anos) aos pacientes recrutados.

4.3 Coleta de tecidos e processamento inicial

Resseccdes teciduais peritumorais (tecido saudavel a pelo menos 2 cm da margem

tumoral) e tumorais frescas de pacientes com CCA foram coletadas no momento da cirurgia
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sob supervisdo de um patologista qualificado. Aproximadamente dois tercos de cada peca
cirargica foram imediatamente dissociados por digestdo enzimatica com coquetel de
colagenases contendo 200U/mL I (Gibco), 200U/mL IV (Gibco) e 250U/mL de Benzonase
Nuclease (Sigma Aldrich) por 40 minutos a 37°C. Apds a digestdo, as células foram filtradas,
lavadas, contadas e armazenadas a -80°C em solug@o de criopreservacdo, como descrito para
células sanguineas. Um terco das amostras de tecido foi imediatamente preservado em

RNALater solution (Invitrogem) para posterior extracao de RNA.

4.4 Analise de citometria de fluxo

A fim de se caracterizar o infiltrado imune nos tumores coletados, bem como as o perfil
fenotipico das células imunes periféricas, células isoladas das ressec¢oes de tecidos e dos
PBMCs foram marcadas com os seguintes coquetéis de anticorpos extracelulares: CD45 PerCP-
Cy™s5.5, CD3 BV785, CD4 APC/Cy7, CD8 BB515, CD56 BV421, PD-1 BV605, TIGIT
PE/Dazzle594, LAG3 APC-R700, TIM3 PE e CD39 PE-Cy7, para identificacao de células T,
NK e NKT. Para marcacao intracelular de IL-10, as células foram permeabilizadas utilizando
o kit BD Cytofix/Cytoperm e marcadas com o anticorpo anti-IL10 APC. Para o painel de células
B, foram utilazados os anticorpos CD19 APC-H7, CD20 PE, HLA-DR APC CD38 PECy7,
CDA45 PerCP-Cy™S5.5, CXCRS5 APC-R700 e CD3-FITC. Utilizamos nestes ensaios o BD
Horizon™ Fixable Viability Stain 575V (FVS575V) para exclusao de células mortas. A leitura
foi realizada utilizando-se o citdometro BD FACSymphony™. As andlises foram feitas utilizando
o software FlowJo 10.8.1, para identificar as principais populagdes de células imunes presentes

nos sitios peri e intratumoral e na circulacao sanguinea.

4.5 Ensaio de proliferacio

Para o estabelecimento do protocolo de andlise de proliferacao de células NK, células
mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis foram isoladas por meio de
centrifugacdo com gradiente de densidade Ficoll e marcadas com CellTrace™ Violet Cell
Proliferation Kit, for flow cytometry (invitrogen) na concentrag¢do de 2.5 uM, de acordo com a
recomendacdo do fabricante. Para a indugdo da proliferagdo, utilizamos o protocolo
estabelecido por Terrén et al., (2018) G, com algumas modificagdes. Para tanto, as células
mononucleares do sangue periférico foram mantidas durante 18 h na presenca de IL-12 e IL-15
recombinantes (Biolegend) (fase de pré-ativacdo) nas concentragdes de 10 e 100ng/mL,

respectivamente, e incubadas a 37°C em meio RPMI (GIBCO) suplementado com 10% de Soro
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Fetal Bovino (SFB), 1% de GlutaMax 100x (GIBCO) e 1% de penicilina/estreptomicina na
concentragdo de 2 x 10 ¢ células/mL em placas de 24 pogos. Em seguida, as células foram
lavadas trés vezes com PBS 1x, plaqueadas a 2 x 10 ¢ células/mL em novas placas de 24 pogos
e cultivadas a 37°C em RPMI suplementado pelo periodo de 4, 6 e 8 dias (fase de expansao)
com IL-2 na concentra¢do de 1 ng/mL. Por ltimo, as células foram lavadas e marcadas com
painel de anticorpos contendo os seguintes marcadores: CD3 PerCP-Cy™S5.5.5, CD56 APC,
CD39 PE-Cy7 e Sytox FITC para exclusao de células mortas. As amostras foram entdo

adquiridas no citometro BD FACSymphony™ e analisadas no software FlowJo 10.8.1.

4.6 Analise Estatistica e Representacio de Dados

Os softwares GraphPad Prism v8.4.3 e FlowJo v10.8.1 foram utilizados para analise
estatistica e representacao grafica dos dados. Os dados foram representados mostrando médias
com desvio padrdo (SD) ou erro padrao da média (SEM). Foi utilizado o teste T ndo paramétrico
de Mann Withney para determinar a diferenca estatistica entre os dados de pacientes e doadores

saudaveis.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

Para a caracterizacdo da composi¢do imune periférica e intratumoral, foram coletadas,
prospectivamente, amostras de sangue periférico e de tecidos tumorais e peritumorais de 9
pacientes com CCA submetidos a cirurgia no A.C.Camargo Cancer Center, entre 2019 e 2022,
conforme descrito na Tabela 1. A rigor, os pacientes possuem idades entre 31 e 76 anos, com
média e mediana de 59 e 57 anos, respectivamente, dos quais dois tergos sdo do sexo feminino
e um terco ¢ do sexo masculino. Os tumores eram intra-hepaticos em 44.5% dos casos, peri-
hilar (33.3%) e distal (22.2%), sendo 7 do subtipo histologico de grandes ductos e um de

pequenos ductos — a informagao de um dos pacientes ndo estava disponivel.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicopatologicas dos
pacientes com CCA.

Caracteristicas N %
Idade (anos)
Média 59
Mediana 57
Minima 31
Maxima 76
Género
Masculino 3 333
Feminino 6 66.7
Tipo de tumor
Colangiocarcinoma Intra-hepatico 4 445
Colangiocarcinoma Peri-hilar 3 333
Colangiocarcinoma Distal 2 222
Tipo histolégico
Grandes ductos 7 778
Pequenos ductos 1 11.1
Nao disponivel 1 11.1

Dois pacientes, uma mulher de 74 anos e um homem de 47 anos, com tumor peri-hilar
e intra-hepatico, respectivamente, tiveram apenas o PBMC coletado para avaliar o perfil
inflamatorio sistémico. A mulher teve cirurgia abortada para aguardar recuperacdo de um
quadro infeccioso e ndo seguiu para a cirurgia posteriormente. O homem foi classificado como

M1 para linfonodos mediastinais e retroperitoneais e nao foi operado.
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5.2 Estratégias de analise para a identificacido das populacées linfoides intratumorais

e sistémicas

O perfil imune dos pacientes foi avaliado por citometria de fluxo multiparamétrica
utilizando-se a estratégia de gates descrita na Figura 3. Como filtro, eliminamos inicialmente
os eventos doublets da nossa analise (Fig. 3A) e selecionamos em seguida as células vidveis
(Fig. 3B) a partir da utilizagdo do Fixable Viability Stain 575V (FVS575V), um corante que
penetra nas células mortas ou necrdticas através da membrana permeavel e entdo se liga
somente as aminas intracelulares das células mortas, possibilitando assim a separacdo das
células vivas e das mortas. Posteriormente, segregamos os leucocitos das demais populagdes
celulares por meio da expressao diferencial de CD45 (Fig. 3C), identificamos as populagdes
linfoides a partir de parametros caracteristicos de tamanho e granulosidade celulares (Fig. 3D)
e analisamos as frequéncias das populagdes de células NK e de células T a partir da expressao
de CD3 e de CD56 (Fig. 3E). Por fim, as células T foram classificadas em T CD4 ¢ T CDS§ a
partir da expressao diferencial desses marcadores (Fig. 3F).

Para quantificacao de linfocitos B, foi utilizada a mesma estratégia descrita nas Fig. 3A-
3D, excluindo-se os doublets e identificando-se inicialmente as células vivas, entdo os
leucocitos e por fim os linfocitos. Em seguida, as células B foram identificadas pela expressao

diferencial de CD19 e CD3, sendo classificadas como CD3 e CD19".
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Figura 3. Estratégia de Gates. (A-G) Dotplots representativos de células do tecido tumoral de paciente com CCA
intra-hepatico, mostrando a estratégia utilizada para identificar a frequéncia de células imunes (CD45"), bem como
populagdes de células T CD4, T CD8 e células NK. H-K) Dotplots representativos mostrando a estratégia utilizada
para identificar a frequéncia de populacdes de linfocitos B em amostra de ressecc¢do tumoral de paciente com CCA.
A mesma estratégia de gates foi utilizada para a identificacdo das populacdes imunes em amostras de tecido
peritumoral e de sangue dos pacientes com CCA.
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5.3 Composicao imune e perfil de ativacdo de linfocitos T, B e NK

Feitas as devidas marcagdes, nds analisamos as frequéncias das populagdes imunes de
origem linfoide presentes no microambiente tumoral, bem como em tecidos adjacentes livres
macroscopicamente de neoplasia (referidos aqui como peritumor). Por limitagdes técnicas, sO
foi possivel fazer a marcagdo de citometria fluxo com células frescas de 6 pacientes. As outras
3 amostras foram marcadas apds descongelamento, e a viabilidade das células tumorais ficou
comprometida. Neste caso, para evitarmos vieses na quantificagdo das proporcdes celulares,
excluimos esses pacientes das andlises de frequéncia de células vivas. Sobre a composicao
imune dos pacientes com CCA, inicialmente foi avaliada a frequéncia de leucdcitos CD45" em
6 pacientes com CCA. A frequéncia de leucocitos nos tecidos tumorais e peritumorais se
mostrou substancialmente heterogénea, revelando frequéncias que variaram de 1% a 27.3% nos
tecidos tumorais e de 0,4% a 46,8% nos tecidos peritumorais (Fig. 4A). De modo geral, ndo
houve diferenga na frequéncia do infiltrado inflamatorio entre o tecido tumoral e o peritumoral
dos pacientes analisados (Fig. 4A). Analogamente, ndo observamos diferenca na abundancia
de c¢lulas T CD4 (Fig. 4B) e de T CDS totais (Fig. 4C) nas diferentes localizagdes anatdmicas
do tecido. Também ndo observamos diferenca na frequéncia de células T CD4 ou T CDS8
ativadas no compartimento tecidual em relagdo a periferia (Fig. 4D-E), embora o numero de
amostras analisadas nesse contexto tenha sido pequeno. Vale ressaltar, porém, que todos os
pacientes analisados tiveram frequéncia elevada de células T CD4 e T CDS8 expressando CD69,
sobretudo no tecido tumoral (Fig. 4D-E), sugerindo que as células T do microambiente tumoral
apresentam um programa funcionalmente ativo. Vale ressaltar que o numero limitado de
pacientes analisados quanto a frequéncia de CD69 foi devido a mudancas feitas durante a
expansao do painel de anticorpos, com a retirada do anti-CD69 para acomodar outros
marcadores celulares. Em seguida, analisamos a abundéancia de células imunes ativadas
presentes tanto na circulagdo quanto no TME (Fig. 4F). E possivel observar que os linfocitos
ativados ocupam mais frequentemente o tecido tumoral do que a circulacao sanguinea (Fig.

4F).
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Figura 4. Caracterizacio da composicio imune intratumoral de pacientes com CCA. (A) Frequéncia de
leucécitos (CD45%) viaveis em amostras de tecido tumoral e peritumoral de pacientes com CCA. (B-C)
Frequéncias de linfocitos T CD4 e T CDS infiltradas em tecidos peritumorais e tumorais. (D-E) Frequéncia de
marcador de ativagdo (CD69 em linfocitos T CD4 e T CD8 de amostras de tecidos peritumorais e tumorais. (F)
Distribuigdo de células T CD4, T CD8 ¢ NK CD69* de amostras de sangue periférico, tecido peritumoral e tumoral
visualizadas em UMAP e heatmap para CD3, CD56, CD4 e CD8. (G) Frequéncia de células NK infiltradas em
amostras de tecidos peritumorais e tumorais. (H) Frequéncia de CD69 expresso em células NK infiltradas em
tecidos peritumorais e tumorais de pacientes com CCA. Graficos de simbolos e linhas representam amostras
pareadas em cada compartimento analisado.

Quando analisamos especificamente as células NK, observamos uma frequéncia similar

entre as regides peritumoral e intratumoral (Fig. 4G). Como esperado, a frequéncia de células
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NK intratumorais foi inferior a frequéncia de células T (Fig. 4B-C e G). Embora nao tenhamos
observado diferencas estatisticas entre as frequéncias de células NK ativadas no tecido tumoral
e na circulagdo periférica, notamos que as cé¢lulas NK intratumorais possuem majoritariamente
um perfil ativado (Fig. 4H), sugerindo que esta populacdo possa estar funcionalmente ativa
nesta regido.

Analisamos entdo a frequéncia de células B presentes no TME de pacientes com CCA
e de alguns de seus marcadores de funcionalidade, além da presenca de plasmocitos, aqui
caracterizados pela expressao de CD19, alta expressdao de CD38, auséncia da expressao do
HLA-DR e expressdo baixa ou ausente de CD20 (Fig. SA). Encontramos frequéncias de células
B totais similares entre as regides intratumoral e peritumoral (Fig. 5B). Entretanto, as
frequéncias de células B com feno6tipo ativado (Fig. 5C) e de células B expressando o receptor
migratoério CXCRS5 (Fig. 5D) foram maiores na circulagdo periférica do que no tecido tumoral.
Verificamos também uma correlacdo positiva entre células B ativadas no tumor e na circulagdo
(Fig. SE), sugerindo um possivel efeito sistémico da inflamacao causada pela doenga. Embora
sem diferenca estatistica, também observamos frequéncia mais elevada de plasmocitos no
microambiente tumoral do que na circulacao (Fig. 5F), sugerindo que estas células possam estar
desempenhando um papel importante na formagdo de resposta imune antitumoral através da

producdo de anticorpos especificos contra antigenos tumorais.
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Figura 5. Caracterizacdo da composicdo imune intratumoral de pacientes com CCA.
(A)Dotplot representativo mostrando a estratégia utilizada para identificar células B totais
(CD19*CD3"), células B ativadas (CD19*CD38*HLA-DR") e plasmocitos (CD19*CD38""HLA-
DR-CD20"°) (superior) e expressio de CXCRS5 em células B totais do sangue periférico,
peritumor e tumor. (B) Frequéncia de células B vidveis em amostras de tecidos peritumorais e
tumorais de pacientes com CCA. (C) Frequéncia de marcadores de ativacdo (CD38) e de
apresentacdo de antigeno (HLA-DR) em células B totais do sangue periférico, tecidos peritumoais
e tumorais. (D) Grafico de correlacdo das frequéncias de células B CD38" ¢ HLA-DR" em amostras
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de sangue periférico e tumorais de pacientes com CCA. (E) Frequéncia da expressdo de CXCRS5
em células B do sangue periférico, peritumor ¢ tumor de pacientes com CCA. (F) Frequéncia de
plasmocitos identificados no sangue periférico, peritumor e tumor de pacientes com CCA. Os
graficos de barra mostram a média com SEM. Graficos de simbolos e linhas representam amostras
pareadas em cada compartimento analisado.

5.4. Caracterizacdo da composicio imune sistémica de pacientes com

colangiocarcinoma

A seguir, analisamos as popula¢des imunes intratumorais e sistémicas quanto a
expressao de marcadores anti-inflamatérios ou de exaustao celular. Analisamos, portanto, a
frequéncia de populagdes imunes expressando diversos immune checkpoints de interesse clinico
(como PD-1, CD39, TIM3, TIGIT e LAG3) e a interleucina 10 (IL-10) (uma citocina anti-
inflamatoria conhecida por ser expressa por populagdes supressoras, como as células T
reguladoras) na periférica ¢ no TME de pacientes com CCA. Curiosamente, dentre todas as
populagdes imunes analisadas, as células CD56", um marcador definidor de células NK, co-
expressaram CD39, TIM3 e IL-10 em frequéncias significativamente maiores do que todas as
outras populacdes linfoides identificadas na circulacdao dos pacientes com CCA. Os dot plots
representativos abaixo mostram as estratégias de gates utilizadas para a identificagao de células

NK expressando tais marcadores (Fig. 6).

4 13,6 29,2 525
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Figura 6. Dotplot representativo mostrando células CD56" do sangue periférico de
paciente com CCA, analisadas quanto a expressdo de marcadores de exaustdo e da
citocina anti-inflamatoria IL-10.
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Desse modo, a frequéncia elevada de células NK do sangue periférico expressando os
immune checkpoints CD39, LAG3, PD-1, TIGIT e TIM3, além da citocina anti-inflamatdria
IL-10 no grupo de pacientes com CCA nos chamou a atengao (Fig. 6 e 7) e passou a ser objeto
de investigacdo. As células CD56" foram heterogéneas quanto a expressio do marcador CD39,
formando-se uma subpopulagdo CD39" e outra subpopulagdo CD39" (Fig. 6 e 7). Para verificar
se a expressdo elevada de marcadores de exaustdo e de IL-10 em células NK ¢ uma
caracteristica intrinseca ao CCA, nos avaliamos a presenca da populacao de células NK co-
expressando CD39 e IL-10 também em amostras sanguineas de doadores saudaveis pareados

em relacdo a idade e ao género com o grupo de pacientes.
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Figura 7. Expressao de marcadores de exaustio em células NK de sangue periférico de pacientes e doadores
saudaveis. Dotplot representativo mostrando células NK do sangue periférico de paciente com CCA e doadores
saudaveis pareados, analisadas quanto a expressdo de marcadores de exaustdo ¢ da citocina anti-inflamatoria IL-
10.

Verificamos que as frequéncias de células NK circulantes expressando CD39, LAG3,
PD-1, TIM3 ou IL-10 sdo significativamente maiores em pacientes com CCA do que em
individuos saudaveis. Porém, a frequéncia de células NK TIGIT" foi significativamente
acentuada na periferia de doadores sauddveis quando comparada com aquela observada em
pacientes com CCA (Fig. 7 e 8A). Além disso, a frequéncia de linfocitos T CD4 e T CDS8

expressando PD-1 e TIM3 também foi significativamente mais alta no sangue periférico de
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pacientes com CCA em comparagdo com o grupo controle (Fig. 8 B-C), embora a frequéncia
de células T expressando TIM3 também estivesse reduzida nesses pacientes em comparagao

com o grupo controle (Fig. 8 B-C).
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Figura 8. Expressio de marcadores de exaustdo em linfocitos T e células NK de sangue periférico de
pacientes e doadores saudaveis. Frequéncia de marcadores de exaustio expressos em células NK(A), linfocitos
T CD4(B) ¢ T CD8(C) de PBMCs de pacientes (n=11) e doadores saudaveis (n= 7). Os graficos de barra mostram
a média com SEM.

5.5. Descoberta e caracterizacio de células NK com potencial supressor
Em seguida, notamos que as células NK poderiam, portanto, ser divididas em duas
grandes populagdes: as células NK CD39" e as células NK CD39" (Fig. 9A). Em termos de
tamanho e complexidade celulares, as células NK CD39" compreendem células maiores
(parametro FSC) e mais granulosas (parametro SSC) (Fig. 9B). Visto que o CD39 pode ser
expresso em populagdes imunes classicamente supressoras e atuar como uma ectonucleotidase
de membrana na producao de adenosina, um mediador anti-inflamatorio gerado a partir da

conversao do ATP, nés analisamos se outras células imunes poderiam expressar este marcador.
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Curiosamente, a expressdo do CD39 foi exclusivamente observada em células NK, quando
comparada com a expressao vista em células T CD4 e T CDS (Fig. 9C). Esses dados descartam
uma eventual participacdo de células T reguladoras CD39" na supressdo da resposta imune
sistémica em pacientes com CCA. Contudo, a identificacdo de uma subpopulagao de células

NK expressando CD39 tem aberto diversas perguntas quanto as suas fungoes.
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Figura 9. Caracterizacio de células NK classicas e niio classicas no sangue periférico de pacientes com CCA. (A) Gate

mostrando expressdo de CD39 em células NK. (B) Analise dos pardmetros de tamanho e granulosidade de células NK CD39*
e de células NK CD39 (esquerda); histograma SSC em células NK CD39" e de células NK CD39- (direita). (C) Histogramas

representativos mostrando a expressdo de CD39 em diferentes populagdes de células imunes.

Dada a caracteristica supressora do CD39, avaliamos se as células NK poderiam ter
carater supressor. Analisamos, assim, se as células linfoides expressavam diferencialmente IL-
10, uma citocina anti-inflamatoria classica. Verificamos que as células NK expressaram
consistentemente IL-10 em frequéncias significativamente maiores do que as outras populacdes
imunes analisadas (Fig. 10A). Quando comparamos as principais fontes celulares de IL-10
dentro das populagdes linfoides, as células NK foram de fato a principal populacdo imune
produtora de IL-10 na circula¢do dos pacientes com CCA (Fig. 10B). Analisamos, entdo, se as
subpopulagdes de células NK CD39™ e NK CD39" diferiam quanto a capacidade de expressdo
de IL-10. Encontramos que a expressdo de IL-10 ocorre exclusivamente nas células NK CD39*
(Fig. 10C-E). A partir de entdo, passamos a classifica-las como subpopulacdes de células NK

com fenotipos celulares bem definidos e provavelmente com funcdes diferentes. Definimos,
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entdo, as i) células NK classicas, que apresentam o fendtipo CD3°'CD56°CD39, de menor
tamanho e granulosidade e que ndo expressam IL-10; e ii) as células NK ndo cléassicas, com
fenotipo CD3°CD56°CD39", de maior tamanho e granulosidade ¢ que expressam IL-10 (Fig.
10C-E). De fato, a intensidade de fluorescéncia média (MFI) de IL-10 nas células NK nao
classicas CD39" ¢ maior do que aquela observada em células NK classicas CD39" (Fig. 10F)
na circulag¢do sanguinea dos pacientes com CCA, o que sugere uma eventual participacao de
subpopulagdes de células NK, uma com perfil inflamatério aparente e outra com perfil anti-
inflamatoério, no controle da resposta imune periférica de pacientes com CCA. Até onde alcanca
0 nosso conhecimento, ndo ha relatos de populagcdes NK com propriedades inflamatorias duais
nesses pacientes. Visto que a IL-10 ¢ classicamente conhecida pelo seu potencial regulador,
analisamos se as populagdes de células NK nao cléssicas possuem caracteristicas supressoras
similares a outras populagdes imunes anti-inflamatérias classicas. Em uma andlise de
agrupamento ndo supervisionada utilizando-se o algoritmo UMAP, analisamos as populacdes
linfoides dos pacientes com CCA de acordo com o seu perfil fenotipico. Nesta andlise, a
proximidade topologica entre as populagdes celulares indica uma maior similaridade fenotipica.
Nesse sentido, identificamos que a populacao de células NK ndo classicas de pacientes com
CCA possuem distribui¢do topologica proxima a células T reguladoras (Fig. 10G), estas ultimas
sabidamente supressoras, o que sugere que as cé¢lulas NK ndo classicas compartilham
caracteristicas fenotipicas que se assemelham a células T reguladoras. Em contraposi¢do, as
células NK cléssicas estao topologicamente mais afastadas das populagdes supressoras. Em
conjunto, os nossos dados sugerem a presenga de pelo menos duas subpopulagdes de células
NK na circulagdo dos pacientes com CCA, com caracteristicas funcionais aparentemente
bastante heterogéneas, a julgar, por exemplo, pela capacidade distinta de expressao de IL-10

que as distinguem.
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Figura 10. Caracterizacio de células NK classicas e nio classicas na circulacio de pacientes com CCA.
(A) Dot plot representativo mostrando a estratégia utilizada para identificar diferentes popula¢des imunes
produtoras de IL-10. (B) Frequéncia de células NK, T CD4 e T CDS8 produtoras de IL-10. (C) Dot plot
mostrando coexpressdo de CD39 e IL-10, separando células NK em duas populacdes, classica (esquerda) e
nao classica (direita). (D) Histogramas representativos mostrando populagdes de células NK classicas e ndo
classicas expressando ou nao CD39. (E) Histogramas representativos mostrando populacoes de células NK
classicas e ndo classicas definidas pela expressdo de CD39 expressando ou ndo IL-10. (F) Analise da mediana
de intensidade de fluorescéncia (MFI) da expressdo de IL-10 em células NK classicas e ndo classicas. (G)
analise de agrupamento ndo supervisionada UMAP mostrando distribui¢@o de células linfoides de PBMC de

paciente com CCA.
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Esses dados sugerem a potencial descoberta de uma subpopulacdo de células NK
sistémicas em pacientes com CCA com caracteristicas supressoras e com um fenétipo celular
bastante distinto das populacdes classicas de células NK. Tal observagdo nos permitiu lancar a
hipotese de que as populagdes de células NK nao cléssicas também poderiam ser encontradas
no TME. Partindo deste principio, nds analisamos se as células NK expressando CD39 estavam
presentes no TME e no tecido peritumoral dos pacientes com CCA (Fig. 11A). De fato, nossas
analises apontam para a presenca desta populagdo nas regides peritumoral e intratumoral numa
frequéncia bastante acentuada nos pacientes com CCA, como mostrado no dot plot
representativo (Fig. 11A) e na quantificacdo entre os pacientes (Fig. 11B). Nos chama a atencao
o fato de que a frequéncia de células NK expressando CD39 no TME seja similar a encontrada
na periferia (Fig. 11B). De maneira analoga a observada nas células NK nao classicas da
periferia, as células NK CD39" do TME também expressam alta quantidade de immune
checkpoints, como PD-1, LAG3, TIGIT e TIM3 (Fig. 11C). Embora nio tenhamos visto a
expressao de IL-10 por células NK ndo classicas do TME na auséncia de estimulo in vitro (dado
ndo mostrado), acreditamos que, se ativadas corretamente, as células NK CD39" encontradas
no TME passem a expressar tal citocina anti-inflamatoria. Portanto, os nossos dados sugerem
que células NK com caracteristicas de células NK ndo classicas também possam se acumular

ao longo do TME de pacientes com CCA.
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Figura 11. Caracterizac¢do de células NK no microambiente tumoral de pacientes com CCA. (A) Dot plot
representativo mostrando o infiltrado de células T e NK evidenciado pela expressao de CD3 e de CD56 (Superior),
além da expressdo de CD39 em células NK (Inferior) presentes no microambiente peritumoral e tumoral de
paciente com CCA (B). Frequéncia de células NK expressando CD39 no sangue, tecido peritumoral e tecido
intratumoral de 6 pacientes com CCA. (C) Frequéncia de marcadores de exaustdo expressos em células NK
provenientes da circulagdo e de tecidos peritumoral e tumoral de 6 pacientes com CCA. Os graficos de barra
mostram a média com SEM.

Para a melhor caracteriza¢do da funcdo das células NK CD39", nds comparamos a
capacidade proliferativa das duas subpopulagdes. Nesse sentido, nds realizamos ensaio de
proliferacdo celular utilizando PBMC total de doadores saudaveis na fase de padronizacio do
protocolo. As células foram marcadas com Celltrace Violet (CTV) para monitorar os niveis de
proliferagao celular, e, em seguida, as células foram estimuladas com as citocinas

recombinantes IL-12 (10ng/mL) e IL-15 (100ng/mL) por 18 horas em uma fase de ativagao.
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Tal protocolo se baseou nos ensaios descritos por Terrén, e al. 2018 . Em seguida, as células
foram lavadas e estimuladas com IL-2 (Ing/mL) por até oito dias para a fase de expansdo. Ao
final dos dias 4, 6 e 8, as células foram marcadas com anticorpos contra marcadores de
superficie para identificar a populagdo de células NK (definidas como CD3-CD56%)
expressando ou ndo CD39. As células NK CD39" apresentaram maiores taxas de proliferagdo
que as células NK CD39" em todos os pontos temporais analisados, como demonstrado pela
frequéncia de CTV Low (Fig. 12A). A expressao da proteina CD39 se correlacionou com o
nivel de proliferacdo das células NK, pois quanto maior a expressao de CD39 (CD39%high)
maior a frequéncia de células CTV Low (Fig. 12B) e maior a quantidade de picos de divisao
(Fig. 12A). Portanto, além de serem fontes exuberantes de IL-10, as células NK CD39"
possuem capacidade proliferativa acentuada em relacao as células NK classicas. Nao tivemos
tempo habil para avaliarmos a capacidade das células NK nao cldssicas em expressar e produzir
outras citocinas inflamatdrias ou granulos citotoxicos. Também permanece em aberto se a

capacidade de eliminacdo tumoral ¢ diferente entre as subpopulagdes classica e ndo classica.
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Figura 12. Proliferacao induzida por IL-2 de células NK pré-ativadas por citocinas (A) Histogramas de
um experimento representativo mostrando proliferacdo de células NK CD39 "¢ CD39 ¥ ¢ CD39"e (B)
Grafico de barra mostrando frequéncia de células NK CD39 "¢ CD39 % ¢ CD39"eh, (n=3). Os graficos de
barra mostram a média com SEM.
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6. DISCUSSAO

Opcoes terapéuticas personalizadas e eficazes para o tratamento de CCA ainda s3o uma
necessidade ndo atendida pela comunidade cientifica. Atualmente, a ressec¢ao cirurgica ainda
continua sendo a melhor op¢ao terapéutica para pacientes com doenca precoce. A diversidade
fenotipica que caracteriza esse grupo de canceres raros limita o avango das pesquisas que tentam
entender o comportamento da doenca e propor melhores opcdes terapéuticas para combaté-la.
Historicamente, a imunoterapia vem se mostrando eficaz para o tratamento de diversos tipos de
tumores solidos em diferentes graus de estadiamento da doenca®®. Entretanto, para CCA, os
estudos que avaliam a eficdcia dos bloqueadores de immune checkpoints t€ém demonstrado
resultados modestos e pouco promissores®> >, Por isso, entender a composi¢do imune sistémica
e do TME de pacientes com CCA ¢ fundamental para a compreensdo da resisténcia aos
tratamentos imunoterapéuticos e pode ser determinante na busca de alternativas terapéuticas
efetoras ou de alvos terapéuticos para pacientes refratarios.

Neste estudo, caracterizamos fenotipicamente populagdes imunes presentes na
circulacao sanguinea ¢ no TME de pacientes com CCA. Embora bastante heterogéneo, o
infiltrado imune presente no TME foi marcadamente dominado por linfécitos T. Como
esperado, dada a exposi¢do antigénica local, as células T expressaram majoritariamente um
fenotipo ativado, denotado pelo acimulo de CD69. Mesmo que em menor frequéncia e de
maneira bastante heterogénea, as células B também apresentaram um perfil ativado condizente
com c¢lulas apresentadoras de antigeno.

O CD69 ¢ um marcador de ativagdo precoce de linfocitos. Ele também ¢é conhecido por
ser expresso em cé¢lulas T de memoria residentes de tecido. Estudos mostram que a sua
expressao € necessaria para o recrutamento e manutengdo dessas células T em tecidos
inflamados. No entanto, o seu valor prognostico difere a depender do tipo tumoral®® >’. Tais
estudos demonstraram em cancer renal e colorretal que pacientes com alta expressao de CD69
em c¢lulas T foi associado a uma pior sobrevida e recorréncia do tumor. Contudo, utilizando
modelo murino™®, foi demonstrado que o tratamento combinado de células dendriticas pulsadas
com lisado de tumor renal de células Renca e anticorpo bloqueador de CD69 resultou em
redu¢@o no volume tumoral e aumento na proliferagao e atividade de células T. Também foi
demonstrado em modelos murinos inoculados com linhagens celulares de cancer de mama,
colon e linfoma de células B que a inibigao do CD69 foi suficiente para reduzir a exaustao de
células T, induzir um aumento do numero de linfocitos intratumorais, controlar o crescimento

tumoral e aumentar a produgio de citocinas como IFN-y e TNF-a*.
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O valor prognostico da expressdo de CD69 por linfocitos intratumorais ainda nao foi
avaliado. Entretanto, foi demonstrada a existéncia de uma populacio de células T CDS8 co-
expressando CD69 e CD103 semelhantes a células T residentes de tecido em tumores iCCA®.
Em relagdo as células T CD8 CD69 e CD69"CD103, as células T CDS8 co-expressando CD69
e CDI103 apresentavam niveis mais altos de marcadores de proliferacdo, ativagdo e
especificidade celular, indicando que essa populacdo de células T residentes de tecidos ¢
promissora como alvo terapéutico potencial em pacientes com iCCA®’.

No CCA, os linfocitos T CD4 e T CDS8 representam a maioria dos TILs (tumor-
infiltrating lymphocytes). Células NK e linfocitos B sio menos frequentes nesses tumores®!. A
maior parte dos estudos se debruga sobre a avaliagdo da distribui¢do peritumoral e intratumoral
no CCA%*%* analisando principalmente as células T CD4 e T CD8. As células B sio observadas
apenas ocasionalmente nesses estudos. Em geral, a literatura mostra que as células B se
infiltram mais nas areas peritumoral do que intratumoral® e que a presenca de células B em
ambas as regides estd associada a um melhor prognostico, com maior tempo de sobrevida.

As células B podem exercer diversas fungdes no microambiente tumoral. As células B
podem capturar e apresentar antigenos tumorais de forma eficiente e atuar como APCs durante
a apresentagao antigénica para células T, conduzindo a expansdo de células T e subsequente
formacdo de memoéria®. As células B podem modular a resposta imune através da producio de
linfotoxinas®’, que podem facilitar a formagao de estruturas linfoides terciarias®®. Por sua vez,
as células B podem se diferenciar em plasmocitos, cuja principal fungdo efetora ¢ a de atuar
através da produgio de anticorpos IgG direcionados a antigenos tumorais®®. Os plasmocitos,
como mostrados nos nossos dados, estdo mais presentes no TME de CCA e estdo
frequentemente associados a respostas mais robustas de TILs em diferentes tipos de cancer,
conferindo melhor prognostico para esses pacientes.

No nosso estudo, nos descrevemos uma populacdo de células NK com um fendtipo
atipico, representado por células ligeiramente maiores e mais granulosas do que células NKs
convencionais, semelhantes a mondcitos circulantes quando avaliados apenas o tamanho e a
granulosidade da célula. Entretanto, essas células possuem uma expressao consistente de CD56
e auséncia de expressdao de CD3. Vimos também que essas células possuem caracteristicas de
células reguladoras, como demonstrado pela expressdo de CD39 e da citocina anti-inflamatéria
IL-10. E tentador especular que esta subpopulagdo de NK células, ainda nio caracterizada na
literatura, possa ter um impacto negativo no desfecho clinico do CCA. Denominadas neste

estudo como células NK ndo cléssicas, as células CD56" co-expressando CD39 e IL-10 podem
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eventualmente desempenhar funcao supressora sistémica nestes pacientes, impedindo assim a
indugdo de respostas imunes efetoras necessarias para o controle tumoral. A identificacao
dentro do microambiente tumoral de uma populacao fenotipicamente similar, caracterizada pela
co-expressao de CD56 e CD39, d4 sustentacdo a hipotese de que possa existir uma
subpopulacdo de células NK supressoras tanto no TME quanto na periferia dos pacientes com
CCA. Infelizmente, a dificuldade na obtencdo de amostras e o tempo exiguo para a conclusao
deste trabalho ndo nos permitiram realizar os ensaios funcionais necessarios para a
comprovacdo das fungdes supressoras de células NK CD39" e nem associa-las ao desfecho
clinico do CCA. Embora pouco provavel, ndo descartamos a possibilidade de células mieloides
adquirirem CD56 de maneira aberrante e passarem a expressar IL-10, ja que o nosso painel de
anticorpos nao continha marcadores de populacdes mieloides — essa possibilidade sera
investigada a posteriori.

As células NK sdo classicamente caracterizadas pela expressdo de CD56 e pela
expressao negativa de CD3. A primeira descri¢do de diferentes subpopulacdes de células NK
foi feita em 19897°. A época, as células NK foram classificadas pela expressio diferencial de
CD56 e CDI16. Hoje sabemos que as células NK podem ser classificadas em diferentes
subpopulagdes com base na expressao relativa dos marcadores de superficie CD16 e CD56. As
duas principais subpopulagdes de células NK sio as CD56"¢"CD16/"/1¢ ¢ as CD56'°“CD16"7".
O subtipo de células NK CD56"¢"CD16/*"/"¢¢ ¢ caracterizado pela produgdo elevada de
citocinas, como interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-10 e IL-13, além
da sua alta capacidade proliferativa. Ja o subtipo CD56"°¥CD16" tem agdo antitumoral direta e
alta capacidade citotoxica, refletida pela alta producdo de perforina-1 e granzimas. A maior
expressdo de CD16 (FcyRIII), um receptor que reconhece a por¢ao Fc de anticorpos IgG,
facilita a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC)’?. Embora proficientes na
eliminagdo tumoral por mecanismos citotoxicos, as células NK CD56'°¥CD16" possuem baixa
capacidade proliferativa e estdo em estagio de maturacdo mais avancado do que as NK
produtoras de citocinas.

Embora pouco comuns e parcamente exploradas, as células NK podem produzir IL-10
em condi¢des especificas’”>. Em modelos murinos de infegdes parasitaria e bacteriana
sistémicas, utilizando o protozoario Toxoplasma gondii e as bactérias gram-positiva Listeria
monocytogenes € gram-negativa Yersinia pestis, a alta disponibilidade de IL-12, uma citocina
pro-inflamatoria fundamental para a conducao de uma resposta imune polarizada para o perfil

Thl, foi suficiente para induzir a expressao de IL-10 por células NK circulantes. Como
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mecanismo compensatorio, a propria IL-10 limitou a producdo de IL-12. Adicionalmente,
utilizando uma cepa atenuada da Yersinia pestis ou o virus da influenza respiratéria, cujas
principais caracteristicas sdo as nao gerar infecgdes sistémicas, mantendo a infec¢do apenas no
sitio inflamatodrio, a IL-12 produzida foi insuficiente para induzir a produgdo de IL-10 por
células NK, mas suficiente para montar uma resposta imune no local da infeccdo, sugerindo
assim que os mecanismos que governam a indu¢do das células NK produtoras de IL-10 sejam
complexos e parcialmente dependentes de IL-1274.

A capacidade da IL-12 de induzir a produgdo de IL-10 em um contexto de cancer
também ja foi sugerida. Em um estudo de fase I, a administragao de IL-12 recombinante humana
(rHulL-12) em pacientes com cancer renal de células claras induziu um aumento rapido e
transitorio, de maneira dose dependente, dos niveis plasmaticos de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6
e IL-8, bem como uma redugdo rapida, de maneira também dependente da dose, das contagens
de linfécitos, monocitos e neutrofilos. Com repetidas administragdes de rHulL-12, houve um
aumento persistente dos niveis plasmaticos de IL-10 e um declinio de [FN-y, TNF- o IL-6 e IL-
8, bem como de subpopulagdes de leucocitos. Portanto, a administracdo repetida de IL-12
diminuiu citocinas pro-inflamatérias e aumentou os niveis de IL-10 num estagio cronico do
tratamento dos pacientes’”.

O papel da expressdo de CD39 na funcao das células T em diversos tipos de tumores ja
¢ bem estabelecido, mas as informagdes a respeito de como o CD39 impacta na funcdo das
células NKs ainda sdo conflitantes. Alguns trabalhos sugerem que a expressao de CD39 nessas
células indica um perfil disfuncional. Em um estudo com pacientes acometidos por carcinoma
de células escamosas do esdfago (ESCC), foi demonstrado que células NK com alta expressao
de CD39 tém expressao reduzida do marcador de proliferacdo Ki-67, além de produzirem
menos IFN-y e granzima B. A expressao do CD39 por células NK também foi associada com
sobrevida livre de progressio e sobrevida global reduzidas nesses individuos’®. Ainda neste
estudo, a IL-6 foi identificada como a principal citocina produzida por linhagens de ESCC e se
encontrava elevada nos tecidos tumorais € no soro sanguineo desses pacientes. Também foi
verificado que a IL-6 induziu significativamente a expressao de CD39 em células NK humanas
(76 Na leucemia mieloide aguda, foi verificado que células NK que expressam CD39, além de
TIGIT e do receptor de adenosina A2A (A2AR), possuem atividade citotoxica reduzida e que
esta atividade ¢ restaurada quando as células sdo tratadas com inibidores de immune
checkpoints’’. A expressdo de marcadores de exaustdo, incluindo o CD39, em células NK

circulantes também foi relatada em pacientes com COVID-197%. No caso da infecgdo por
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SARS-CoV-2, também ja foi relatado que os niveis de IL-6 circulantes aumentam com a
gravidade da doenca, o que poderia explicar a expressdo de CD39 em células NK circulantes
desses individuos™.

Curiosamente, a [L-6 também contribui para a carcinogénese do CCA. A IL-6 ¢ uma
citocina pleotropica que exerce efeitos indutores de crescimento, inibidores de crescimento e
indutores de diferenciacio de uma maneira especifica para o tipo de célula®’. Colangidcitos
saudaveis secretam constitutivamente a IL-6 e possuem capacidade de responder a esta citocina
de forma autécrina, onde a IL-6 atua como um importante mitdogeno para colangiocitos
humanos®!. A sinalizagdo alterada de citocinas moduladoras como a IL-6 ja foi implicada na
regulacdo do crescimento do CCA®2. A IL-6 pode regular a atividade das metiltransferases de
DNA, causando hipermetilacio aberrante no DNA e contribuir para a carcinogénese em CCA®’,

Além de ser expressa no microambiente tumoral do CCA, a IL-6 também ¢ relatada
como aumentada no soro desses pacientes®. Dada a capacidade da IL-6 em induzir a expressio
de CD39 em células NK de individuos com ESCC®, é possivel que esta citocina esteja
envolvida com a indugao da expressao de CD39 por células NK presentes na circulagdo e no
TME de pacientes com CCA, como foi demonstrado nesse trabalho. Nao conseguimos, porém,
dosar a produgdo sist€émica e local de IL-6 ou estimular células NK com IL-6 recombinante,
dada a escassez de material biologico e de pacientes com CCA. Também em virtude da
dificuldade de coleta de amostras, ndo foi possivel analisar a expressao diferencial do receptor
de IL-6 nas células NK classicas e nao classicas. Até o momento, ndo ha evidéncias concretas
do mecanismo pelo qual a sinalizagdo do receptor de IL-6 possa causar o aumento da expressao
do CD39 em c¢lulas imunes. No entanto, nos ultimos anos, estudos t€ém relatado fungdes
adicionais das células NK que vao além da atuacdo como “matadoras naturais”, classificando-
as, em alguns cendrios, como “reguladoras naturais”. Esses trabalhos t€ém demostrado que as
células NK sio altamente heterogéneas e possuem fungdes divergentes®.

Um dos fatores centrais que medeiam a heterogeneidade das células NK e suas func¢des
divergentes ¢ localizagdo anatomica que as cé¢lulas NK ocupam. As células NK podem residir
em diferentes tecidos, tais como figado, titero, pulmio, pele, glandulas salivares e linfonodo®®.
As diferencas fenotipicas e relevancia funcional das células NK residentes em diferentes tecidos
ainda requerem investigagdes mais aprofundadas para que sejam reveladas. Algumas
populacdes de células NK residentes desempenham papéis cruciais para a homeostase do o6rgao
em que reside®’; as células NK uterinas sio um bom exemplo disso. Em um trabalho que utilizou

amostras frescas da decidua (por¢cdo da mucosa uterina) de mulheres que foram submetidas a
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interrupgdo voluntaria da gravidez ou a abortos espontaneos recorrentes inexplicados (URSA),
foi demonstrado que a desregulacdo da via do catabolismo de ATP através da expressdo das
ectonucleotidases CD39 e CD73 possui implica¢des sobre a fungio citotoxica de células NK*®,
Foi inicialmente observada reducao da expressao de CD39 nas células NK e de CD73 no tecido
viloso de mulheres submetidas a URSA em relagdo a gestantes normais. Adicionalmente,
células NK deciduais isoladas de mulheres submetidas a URSA tiveram aumento na
concentracdo de ATP e redugdo de adenosina in vitro quando comparadas com células NK da
decidua de gestantes normais. A capacidade citotdxica das células NK residentes na decidua de
mulheres submetidas a URSA também estava aumentada, indicando que esta desregulacdo na
via de conversdo de ATP para adenosina pode, potencialmente, contribuir para as ocorréncias
da URSA. Vale notar que mecanismos imunes supressores estao forte e constantemente
ativados durante a gravidez, como forma de prevenir respostas inflamatérias efetoras contra o
feto. H4 ainda evidéncias de alteragdes na frequéncia e fungdo de um subtipo de células NK
uterinas durante o ciclo menstrual e durante a gravidez. Neste estudo, foi visto um aumento de
frequéncia de um subtipo de células NK expressando CD39 durante a fase lutea do ciclo
menstrual em relagio a fase ovularia®. De modo similar, foi avaliada a capacidade citotoxica
de células NK circulantes na fase folicular e latea do ciclo menstrual e foi observado que a
capacidade citotoxica das células NK circulantes foi reduzida na fase lutea em relagdo a fase
folicular®. Apesar desses dois trabalhos nio terem comparado as mesmas fases do ciclo
menstrual, observar um aumento de células NK CD39" residentes com menor atividade
citotoxica pode indicar que células NK residentes podem exercer efeitos supressores em alguns
contextos. E imperativo salientar novamente que mecanismos supressores da resposta imune
também estdo comumente ativados durante a o ciclo menstrual e gravidez como forma de
preservar a reproducao humana.

As células NK residentes do figado também parecem exercer fungdes importantes na
regulacdo da homeostase tecidual, visto que essas células podem representar até 30% de todas
as células linfoides presentes no tecido hepatico’’. O figado ¢ constantemente exposto a
microrganismos, produtos microbianos e antigenos alimentares que sao entregues através da
veia porta do intestino. Essas especificidades requerem um aumento dos niveis de tolerancia
imunolégica para evitar inflamacao excessiva, dano tecidual e perda de fungdo hepatica®. Esse
estado imunolégico hiporresponsivo ¢ mediado por uma interacdo de células hepaticas com
células imunes, incluindo as células NK. Por exemplo, o figado possui um subtipo de células

NK hiporresponsivas caracterizadas pela alta expressdo do receptor inibitério NKG2A e pela
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expressdo negativa do Ly49%°. Essas células podem exercer papéis anti-inflamatorios na
resposta de células T por meio de mecanismos diretos ou indiretos. Células NK residentes do
figado podem secretar IL-10, que atua promovendo a inibi¢ao de células T e manuten¢do do
fenotipo NKG2A" e Ly494. Elas também podem modular a ativagio de DCs para induzir a
diferenciagdo de células T CD4 em células T reguladoras’® e podem destruir diretamente células
T CD4, T CDS8 e células apresentadoras de antigeno’®. Também ja foi demostrado que essa
populagdo de células NK residente ¢ expandida no figado de pacientes com hepatite C com
melhor fun¢do hepatica, avaliada pela concentragdao de bilirrubina no sangue dos pacientes,
enquanto frequéncias mais altas de macrofagos nos tecidos hepaticos se correlacionaram com
um maior dano tecidual e maior concentrag¢io de bilirrubina no sangue®’. Em um estudo com
camundongos infectados com o virus da coriomeningite linfocitaria (LCMV), foi demonstrado
que células NK residentes do figado tém capacidade de se proliferar no sitio infeccioso e
controlar a atividade de células T locais, reduzindo a proliferacdo de células T, a eliminacao
viral e o dano hepatico por meio do eixo PD-1-PD-L%. Além disso, as células NK residentes
expressaram o ligante PD-L1 juntamente com os marcadores de exaustao CD39, CD73 e LAG3
%8 No nosso trabalho, n6s demonstramos por meio de um ensaio de proliferacdo que células
NK circulantes CD39" tem uma maior capacidade proliferativa do que células NK CD39". Os
nossos dados abrem perspectivas clinicas interessantes, uma vez que células NK potencialmente
supressoras podem facilmente se expandir quando estimuladas adequadamente. E razoavel
pensar que cé¢lulas NK nao classicas produtoras de IL-10 sdo facilmente encontradas na
periferia de pacientes com CCA em decorréncia da capacidade proliferativa elevada desta
subpopulagdo. No entanto, ainda hd questdes que precisam ser investigadas, uma vez que o
nosso ensaio de proliferagdo celular ndo foi suficiente para definir se de fato as células NK
CD39" possuem capacidade proliferativa acentuada ou se o estimulo com citocinas foi um
gatilho para o aumento da expressdo de CD39 somente nas cé€lulas que sofreram expansao
clonal.

Apesar do niimero crescente de evidéncias demonstrando o potencial das células NK
reguladoras, o seu valor prognostico, bem como um possivel efeito supressor sist€émico desta
populagdo em um contexto de cancer, ainda ndo foi demostrado. No entanto, ja ¢ sabido que o
figado pode exercer um efeito tolerogénico local e sistémico®. Num classico estudo feito em
porcos, foi demonstrado que aloenxertos hepaticos preveniam a rejeicao de enxertos de pele e
rim especificos do doador, indicando que o figado do doador era capaz de gerar uma resposta

imune tolerogénica sistémica que impedia a rejeicio da pele enxertada!?’. Observando esse
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cendrio, parece provavel que o figado possa exercer seus efeitos tolerogénicos também no
colangiocarcinoma. Entender os mecanismos que governam a tolerancia imunoldgica do figado
e até onde ela pode influenciar na resposta sistémica pode ser de grande relevancia para propor
melhores estratégias terapéuticas para pacientes com CCA, um cenario até entdo bastante

desafiador.
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7. CONCLUSAO

A caracterizagdo das células imunes intratumorais relevou um infiltrado imune bastante
heterogéneo no microambiente tumoral de pacientes com CCA, composto principalmente de
células B e T com perfil fenotipicamente ativado. Por outro lado, a caracterizagcdo das células
imunes sistémicas revelou a presenca de uma subpopulagdo abundante de células NK ndo
classicas, caracterizada pela elevada expressdo de CD39 e de outros immune checkpoints, com
capacidade proliferativa acentuada e com atividade potencialmente supresssora mediada pela
producao de IL-10. A identificacdao de células NK intratumorais fenotipicamente similares as
c¢lulas NK nao classicas da periferia sugere uma eventual contribuicao desta subpopulacao para
a indu¢do de um TME supressivo. Ensaios funcionais sdo necessdrios para confirmar o
potencial supressor e entender o impacto das células NK produtoras de IL-10 no desfecho do

CCA.
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