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INTRODUGAO:

Macréfagos séo células mieloides essenciais para o funcionamento orquestrado da imunidade inata e
adaptativa (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017). Sua habilidade de fagocitar, digerir e apresentar
antigenos por meio de suas moléculas de MHC classe Il, fazem destas células apresentadoras
profissionais de antigenos (APC) as células T, obtendo um papel fundamental no desenvolvimento das
respostas imunolégicas (GUERRIERO, 2019; JOFFE; BAKALAR; FLETCHER, 2020; KILIAN et al.,
2023; MUNTJEWERFF; MEESTERS; VAN DEN BOGAART, 2020). Além de tal papel, os macréfagos
vém sendo descritos como importantes reguladores da resposta imune antitumoral (DENARDO;
RUFFELL, 2019). Os macrofagos associados ao tumor (TAMSs) sdo algumas das células imunolégicas
mais abundantes no microambiente tumoral (TME) (PATHRIA; LOUIS; VARNER, 2019).

Com base na plasticidade e adaptabilidade dos macréfagos a diferentes ambientes, o microambiente
tumoral pode ser composto por TAMs polarizados em dois subtipos extremos, o fen6tipo M1,
antitumoral, e M2, pro-tumoral (GAO; LIANG; WANG, 2022; ITALIANI; BORASCHI, 2014; OSHI et al.,
2020). Macréfagos M1 sao reconhecidos pela sua potente atividade antitumoral (TANG; SHIMADA;
IKEGAKI, 2022), secretando citocinas pré-inflamatdérias, inducéo a expressao de moléculas
coestimulatérias e producéo de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (MARTINEZ;
GORDON, 2014). Embora eles estejam presentes no microambiente tumoral, os macréfagos que se
infiltram no tumor sdo, em sua maioria, caracterizados pelo perfil M2 (PAN et al., 2020), reconhecidos
por estimular o desenvolvimento tumoral através da secre¢do de citocinas anti-inflamatorias, promocao
da angiogénese e neovascularizacdo e expressdo de moléculas imunossupressoras na sua superficie,
suprimindo das respostas imunes adaptativas no crescimento do tumor e nos processos metastaticos
(HE et al., 2013; ZHU et al., 2020). Em vista da dupla funcdo que os macréfagos, estratégias capazes
de aumentarem a relacdo M1/M2 dentro do estroma tumoral sédo cada vez mais relevantes
(JAYASINGAM et al., 2020), com o0 aumento da propor¢cdo M1/M2 no estroma de tumores colorretais
associada com maior sobrevida de pacientes com cancer (VAYRYNEN et al., 2021).

Em paralelo, a sinalizacdo de CD40, proteina transmembrana presente em APCs e outros tipos
celulares, desempenha um papel central na ativacéo e polarizacdo de macréfagos para o fenétipo M1
(BEATTY et al., 2011). Junto com o seu ligante, CD40L, o receptor CD40 realiza a ponte entre a
imunidade inata e adaptativa, induzindo respostas imunes eficientes contra o cancer (DE SILVA et al.,
2020). Em macréfagos, a sinalizagdo de CD40/CD40L redireciona estas células para um perfil M1,
tornando-as capazes de destruirem as células tumorais (BUHTOIAROV et al., 2005; HOVES et al.,
2018). Neste cenério, a utilizagcdo de particulas semelhantes a virus (VLPSs), como sistemas para a
veiculacdo direcionada do ligante de CD40 para o interior do sitio tumoral, pode funcionar como uma
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alternativa promissora para a imunomodulacéo de macréfagos infiltrantes e reeducacéo destas células
para um perfil citotéxico efetor (BANSKOTA et al., 2022; LIU et al., 2023; PALAMETA et al., 2022). Por
serem derivadas de virus, as VLPs carregam consigo propriedades imunogénicas e antigénicas que
sdo amplamente exploradas na producéo de vacinas para diferentes doencas como Hepatite B (HBV)
(Engerix-B®; GenHevac B®, Recombivax®), HPV (Gardasil® e Cervarix®) e influenza A (Inflexal ®).

Num trabalho recente de nosso grupo, demonstrou-se que VLPs engenheiradas com as moléculas
imunomoduladoras 4-1BBL e OX40L estimularam a proliferacéo de linfocitos T, inibiram a fungéo
supressora de células T reguladoras (T reg) e potencializaram a eliminacéo de células de cancer
(PALAMETA et al., 2022). Neste projeto, planejamos utilizar VLPs decoradas com um ligante de CD40,
funcionando como uma plataforma sinalizadora para a reeducacdo dos TAMs e repolarizacéo de
macréfagos M2 intra-tumorais para um perfil M1, consequentemente atuando na morte das células
tumorais e potencializacdo da resposta imune efetora inata e adaptativa.

RESULTADOS

O projeto teve inicio em abril deste ano. Como resultado principal destacamos a padronizacao do
isolamento de células primarias da medula 6éssea de camundongos, bem como a padronizagéo do
protocolo de diferenciacdo destes precursores para macrofagos. Também padronizamos ensaios de
citometria de fluxo para caracterizacéo fenotipica de macrofagos M1 e M2. No momento trabalhamos
no desenvolvimento de ensaios in vitro para explurar a polarizacdo de macréfagos M1/M2 por meio da
utilizacdo de VLPs imunomoduladoras contendo CD40L.

METODOLOGIA:

e Producdo de VLPs: As preparacdes de VLPs foram geradas e caracterizadas no Laboratério
de Vetores Virais do CNPEM, por meio da co-transfeccao de vetores plasmidiais codificando os
componentes da particula e imunomodulador CD40L, conforme descrito previamente (Palameta
et al., 2022).

¢ Isolamento, caracterizacao e cultivo de macréfagos: Utilizamos macréfagos derivados de
medula dssea de animais Balb/c. Apds os camundongos serem eutanasiados seguindo as
recomendacdes do comité de ética, suas células precursoras nas medulas tibiais séo retiradas
e postas para diferenciacdo de macréfagos in vitro, em presenca de meio de cultura contendo
M-CSF e IL4. ApGs 48h de incubacéo, as culturas celulares primarias sdo analisadas por
citometria de fluxo e marcacdo com anticorpos anti-F4/80, anti-CD 11b, anti-CD68, anti-CD11c
e anti-MHC II.

o Ensaio de polarizacdo de macréfagos derivados da medula 6ssea para os subtipos M1 e
M2: A padronizagéo de ensaios in vitro para a diferenciacdo dos BMDMSs e polarizacdo para os
perfis de macréfagos M1 e M2, com base em protocolos descritos na literatura (BERTANI et al.,
2017). Para isso, estimulamos BMDMs com fatores e citocinas apropriadas para que possamos
obter os diferentes subtipos de macrofagos. Ensaios de caracterizagdo possibilitam avaliar o
perfil de expresséo de genes especificos pela técnica de gRT-PCR e de marcadores celulares
por meio de citometria de fluxo.

e Avaliacdo in vitro da repolarizagdo de macrofagos M2 para o perfil M1 mediada pelas
VLPs CD40L: A sinalizacdo de CD40L mediada pelas VLPs contendo CD40L pode
reprogramar macrofagos M2, pro-tumorais, para o perfil M1, antitumoral. Neste contexto, sdo
realizados ensaios in vitro nos quais co- macrdfagos alternativamente ativados séo cultivados
na presenca de VLPs CD40L em concentracdes e condi¢des especificas. Em seguida, ensaios
de ELISA, citometria de fluxo e gRT-PCRsé&o utilizados para analisar a repolarizacédo de
macréfagos M2 para o fenétipo pré-inflamatério M1, estimulando portanto potentes repostas
imunes antitumorais.
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EXPECTATIVAS E DISCUSSAO:

Neste projeto, planejamos avaliar a utilizagdo de VLPs imunomodulatérias contendo o ligante de
CD40L, que atua na estimulacdo de células apresentadoras, para modular o fen6tipo de repolarizacao
de macrofagos M1/M1. Dados da literatura demonstram que a sinalizacdo de CD40L pode modular a
polarizagdo M1/M2 (BEATTY et al., 2011), e em nosso modelo, queremos verificar se células
macrofagicas isoladas de animais imunocompetentes Balb/C e polarizadas para um fendtipo M2 pré-
tumoral, podem ser repolarizadas em funcéo da estimulacdo com VLPs contendo CD40L, e adquirindo
fenotipo M1 anti-tumoral. Além disso, o uso de agonistas de CD40 mostraram-se eficientes em
reprogramar os TAMs para um perfil pr6 inflamatério, aumentando o potencial tumoricida de
macréfagos infratumorais e a sensibilidade das células de mesotelioma, cancer colorretal e cancer de
bexiga as terapias bloqueadoras dos checkpoints imunoldgicos (HOVES et al., 2018; MANGSBO et al.,
2015). No caso de nosso grupo, ja foi demonstrado que VLPs engenheiradas com as moléculas
imunomoduladoras 4-1BBL e OX40L estimularam a proliferacao de linfécitos T, inibiram a funcéo
supressora de células T reguladoras (T reg) e potencializaram a eliminacao de células de cancer
(PALAMETA et al., 2022). Em dados ainda néo publicados, nés também demonstramos que VLPs
contendo a proteina CD40L foram eficientes em maturar células dendriticas derivadas da medula
6ssea (BMDC) e induzir a morte de células tumorais por meio de mecanismos de apoptose.

O projeto iniciou em Abril de 2024, e os dados obtidos até o momento demonstram a possibilidade de
obtermos macro6fagos primarios a partir de células de medula 6ssea, inducéo de polarizacdo M1/M2,
bem como caracterizagao fenotipica por citometria de fluxo.

Portanto, tendo em vista o potencial de VLPs para sinaliza¢éo celular e modulacdo do sistema imune,
este projeto apresenta potencial para contribuir com insights no desenvolvimento de novas estratégias
para imunoterapia de cancer.
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