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Resumo

A caquexia é uma sindrome metabdlica comumente encontrada em pacientes com canceres de pancreas
ou pulméo. E caracterizada pela perda de massa muscular, com ou sem perda de tecido adiposo, a qual
ndo pode ser revertida por suporte nutricional, e que induz pior resposta aos tratamentos radio e
quimioterapicos e menor sobrevida. Os pacientes com caquexia apresentam alteracdes funcionais em
processos fisioldgicos, metabdlicos e imunoldgicos, que resultam em desequilibrio energético e
proteico. Mediadores plasmaticos circulantes (fatores indutores de caquexia; FICs) desempenham um
papel crucial no desenvolvimento de alteracBGes sistémicas que ocorrem na caquexia associada ao
cancer. Embora muitos fatores derivados do tumor j& tenham sido implicados com a patogénese da
sindrome, as associacGes foram geralmente baseadas em seus niveis plasmaticos ou no perfil de
expressao génica na massa tumoral, mas ainda nao é conhecido perfil de expressdo dos FICs em células
especificas que compde o microambiente tumoral (MAT). Além das células tumorais, 0 MAT é
composto por células residentes e recrutadas e pelas moléculas secretadas por essas células
(secretoma). O presente projeto tem como objetivos caracterizar: 1) o perfil transcricional do
secretoma de células do MAT de pacientes com cancer de pulmao (carcinoma pulmonar de células nao
pequenas; CPCNP), e 2) o perfil de expressao de FICs secretados em células individuais de pacientes
com céncer de pancreas (adenocarcinoma ductal pancreatico; ADP). Para isso, foram utilizados dados
de expressao génica global, disponiveis publicamente, de pacientes potencialmente caquéticos com
CPCNP (determinados por analises tomogréaficas) e ADP, separadamente. Os dados transcriptbmicos
dos componentes do secretoma foram correlacionados com dados clinicos e de composicao de células
do sistema imune do MAT. Finalmente, avaliamos computacionalmente a potencial acdo sinérgica de
FICs, selecionados do secretoma, e sua interacdo com tecidos e 6rgdos afetados na caquexia através
de predicdes de ligantes e receptores. Nossa estratégia permitiu identificar que pacientes caquéticos
com CPCNP apresentam altos niveis de expressdao de citocinas pro-inflamatérias derivadas
principalmente de células T CD8. Além disso, esses pacientes apresentam um aumento de células
exauridas em seu MAT. Para a analise dos pacientes com cancer de pancreas, foi possivel caracterizar
o perfil celular de mediadores centrais da caquexia em resolucdo de células Unica, e predizer suas
interagdes com receptores de tecidos-alvo na caquexia. Esses mediadores foram detectados como
expressos em altos niveis pelas células neoplésicas pancreaticas. Dessa forma, nossos achados
caracterizam o perfil de expressdo de FICs secretados por células especificas do MAT em tumores de
pulmé&o e pancreas, bem como suas interacdes com o musculo esquelético, figado e tecido adiposo.

Em conjunto, nossos resultados servirdo de base para o desenvolvimento de futuras estratégias



terapéuticas visando a minimizacao da perda de massa muscular, aumentando, assim, a sobrevida e a

qualidade de vida dos pacientes com caquexia associada aos canceres de pulmao e pancreas.



Abstract

Transcriptional Profile of Tumor Microenvironment Secretome for Identification of Potential
Cachexia Mediators.

Cachexia is a metabolic syndrome commonly found in pancreatic and lung cancer patients. It is
characterized by loss of muscle mass, with or without loss of adipose tissue, which cannot be reversed
by nutritional support, which induces worse response to radio and chemotherapy and lower survival.
Cachectic patients have functional changes in physiological, metabolic, and immunological processes
that result in energy and protein imbalance. Circulating plasma mediators (cachexia inducing factors;
CIFs) play a crucial role in the development of systemic alterations that occur in cancer-associated
cachexia. Although many tumor-derived factors have already been implicated in the pathogenesis of
the syndrome, the associations were generally based on their plasma levels or gene expression profile
in bulk tumor tissues, but the CIFs expression profile in single cells within the tumor
microenvironment (TME) is not yet known. In addition to cancer cells, TME is composed of resident
host cells and recruited cells, the products secreted by these cells (secretome). This project aims to
characterize: 1) the secretome transcriptional profile of the TME cells from patients with lung cancer
(non-small cell lung carcinoma; NSCLC), and 2) the expression profile of secreted CIFs in single cells
of patients with pancreatic cancer (ductal adenocarcinoma). pancreatic; PDAC). Publicly available
global gene expression data from potentially cachectic patients with NSCLC (determined by CT scans)
and PDAC were individually evaluated. Transcriptomics data of secretome factors were correlated
with clinical data and tumor immune composition of TME. Finally, we computationally evaluated the
potential synergistic action of CIFs, selected in the secretome, and their interactions with tissues and
organs affected in cachexia using predictions of ligands and receptors. Our strategy allowed us to
identify NSCLC cachectic patients with high expression of pro-inflammatory cytokines mainly derived
from CD8 T cells. In addition, these patients showed an increase in exhausted cells in their TME. In
pancreatic cancer, it was possible to identify a core of pro-cachectic mediators, in single-cell
resolution, able to interact with receptors in cachexia target tissues. These mediators are expressed at
high levels by pancreatic neoplastic cells. Thus, our findings point to cachexia mediators secreted by
specific TME cells in lung and pancreatic tumors with the potential to interact with muscle, liver, and
adipose tissue. Taken together, our results may contribute as a basis for the development of future
therapeutic strategies aiming to decrease muscle mass loss, thus increasing the survival and quality of

life of patients with cancer cachexia.



1. Introducéo

Caquexia associada ao cancer

A caquexia é definida como uma sindrome metabdlica complexa caracterizada pela perda de
massa muscular, com ou sem perda de tecido adiposo, a qual ndo pode ser revertida por suporte
nutricional’. Os pacientes com essa sindrome apresentam alteracdes funcionais em processos
fisiologicos, metabolicos e imunoldgicos que resultam em desequilibrio energético e proteico?. A

caquexia pode estar associada com resisténcia a insulina, anorexia e inflamagcéo?.

Existe uma variedade de condi¢es agudas ou crdnicas associadas a caquexia. A sindrome é
observada em pacientes apOs extensa lesdo traumatica e sepse®. Doengas infecciosas, como AIDS,
malaria e tuberculose, assim como doencas cronicas como fibrose cistica, cirrose hepatica, doenca de
Crohn, artrite reumatoide, acidente vascular cerebral, doencas degenerativas neuroldgicas, doenca
renal cronica, doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia cardiaca cronica e o cancer também

estdo frequentemente associadas a caquexia®®.

A caquexia associada ao cancer € uma sindrome multifatorial que afeta até 80% dos pacientes
em estagios avancados da doenca, e representa a causa direta de morte de até 20% de todos 0s pacientes
oncoldgicos’. A caquexia esta altamente associada a tipos especificos de tumores, como o de pancreas,
esdfago, estbmago, figado e pulméo e, da mesma forma, os pacientes com essas neoplasias tém o mais
alto grau de perda de peso® 3. Em contrapartida, os pacientes acometidos por cancer de tireoide, mama,
melanoma ou prostata apresentam um menor risco em desenvolver a sindrome (20-30% dos
pacientes)!4. A etiologia da caquexia associada ao cancer nos diferentes tipos tumorais envolve
interacdes complexas e especificas entre o tumor e o hospedeiro que ainda nao estdo completamente

elucidadas.

A caracteristica clinica mais proeminente da caquexia associada ao cancer é a perda de peso

nos adultos, a qual pode ser corrigida pela retencio fluidica'®. A caquexia no cancer emerge a partir
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de alteracfes metabdlicas induzidas pela presenca do tumor, a qual acarreta perda de apetite (anorexia),
anemia, baixos niveis de testosterona e de outros horménios anabolicos®®. A diminuicdo na ingestdo
do alimento e a anorexia acentuam a perda de massa muscular e corporea, resultando numa condicéo
de astenia, fraqueza, imobilidade e insuficiéncia cardiaca ou respiratdria’®. O estado caquético no
cancer representa progndéstico desfavoravel, e diminuicdo da qualidade de vida e da resposta aos
tratamentos radio e quimioterapicos'’8, A caquexia afeta uma proporcio consideravel de pacientes
com cancer de pulm&o®®, com até 80% dos pacientes apresentando alto risco de desenvolver a sindrome

dependendo do estagio tumoral®*.

Caquexia associada ao cancer de pulméo

O cancer de pulmdo é o mais comum no mundo - mais de 2 milhdes de novos casos foram
diagnosticados em 2020 - e € 0 que mais leva ao Gbito, sendo responsavel por mais de 1 milhdo de

mortes?’. Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer, 2020, http://www.inca.gov.br/), no Brasil,

séo estimados 17.760 novos casos de cancer de tragueia, bronquios e pulméo entre os homens, e 12.440
novos casos entre as mulheres?:. O cancer de pulmé&o é uma das principais causas de morte evitaveis,
pois é geralmente diagnosticado em estagios mais avancados da doenca?; a sobrevida média em um
total de cinco anos varia entre 13 a 21%, em paises desenvolvidos, e entre 7 e 10%, nos paises em
desenvolvimento?. O cancer de pulmé&o apresenta-se em duas formas principais, que sdo classificadas
de acordo com sua caracteristica histoldgica: cancer pulmonar de células pequenas (CPCP, da sigla,
em inglés, SCLC, Small-Cell Lung Cancer), que representa cerca de 15% de todos o0s tipos de cancer
de pulméo, e o cancer pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP, da sigla, em inglés, NSCLC, Non-
Small-Cell Lung Cancer), que prevalece em cerca de 85% dos casos??%. Os CPCNP mais frequentes
sdo de trés subtipos: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas (Squamous-cell carcinoma, em
inglés) e carcinoma de grandes células (em inglés, Large-cell Lung Cancer)?3, sendo o adenocarcinoma

e o carcinoma de células escamosas 0s mais comumente encontrados na populagdo?®24, O fumo ou
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exposicio passiva ao tabaco estdo associados & 90% dos casos de cancer de pulm&o?. Fumar pode
causar todos os tipos de cancer, porém, esta fortemente relacionado com CPCP e carcinoma de células
escamosas; e o adenocarcinoma € o tipo mais comum em pacientes ndo fumantes?. Além dos
diferentes fatores de riscos envolvidos com a etiologia de cada subtipo, sabe-se que o subtipo pode
determinar o melhor tratamento?®. Os subtipos de CPCNP possuem distingdes moleculares
importantes: mutacdes em EGFR e translocacdes em ALK sdo aberracdes génicas frequentemente
encontradas em pacientes com adenocarcinoma pulmonar?’. As terapias personalizadas para essas
alteracdes em adenocarcinomas mostraram-se eficazes para o tratamento da doen¢a quando comparado
a quimioterapia padrio?®. Esses achados, além de modificar a forma de tratar esses pacientes, mudou
também a classificacdo histopatoldgica do cancer de pulméo, pois a terminologia CPCNP néo abrange
essas especificidades. Em 2015, o termo CPCNP foi revisto e excluido, determinando-se 0s
adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas como 0s mais prevalentes tipos histologicos de
tumores pulmonares epiteliais?®. Entretanto, a prevaléncia de caquexia é geralmente reportada para
CPCNP e CPCP, sem distingdo dos subtipos®®. Estima-se que 83% dos pacientes com CPCNP
apresentam a sindrome, enquanto 61% dos pacientes com CPCP possuem caguexia-anorexia?®.
Pacientes com os subtipos mais prevalentes de CPCNP (adenocarcinomas e carcinomas de célula
escamosas) apresentam caquexia em frequéncias similares®®. Considerando-se que a caquexia tem
maior prevaléncia em CPCNP do que em CPCP, e ainda, que o risco de desenvolvimento de caquexia
é similar para os subtipos de CPCNP, este presente estudo busca ampliar a compreensao da caquexia
considerando os pacientes com CPCNP, com enfoque em dados de adenocarcinoma e carcinomas de

células escamosas combinados.

Embora existam avancos no diagndstico precoce e tratamento padrdo, o cancer de pulméo é
frequentemente diagnosticado em um estagio avancado e tem progndstico desfavoravel®®. Dentre as
causas desse prognastico desfavoravel do cancer de pulmao, destaca-se o desenvolvimento de caquexia

em muitos pacientes, o que contribui para maior mortalidade da doenca; estima-se que apenas 20%
11



dos pacientes em risco de desenvolvimento da caquexia sobrevivem até 5 anos apds o diagnostico+3%-

3 A perda de massa muscular esquelética na caquexia associada ao cancer de pulmao pode levar a
uma substancial perda de peso e diminuicdo do indice de massa corporal (IMC), os quais estdo

associados a pior evolugio em pacientes com CPCNP31343,

Estudos utilizando imagens de tomografia computadorizada (TC) revelaram perda de massa
muscular oculta em pacientes com CPCNP com peso corporal estavel*®3®, Além disso, em pacientes
com CPCNP, tanto a perda de massa muscular bem como a detec¢do, por imagens de TC, de uma
menor area muscular (muscularidade) tém sido associadas a um menor tempo de progressao do tumor,
maior risco de toxicidade por quimioterapia e menor sobrevida®*¢*!, A perda de massa muscular,
detectada por imagens de TC, também afeta negativamente o estado funcional e a qualidade de vida
desses pacientes**#3, A deteccdo de uma area muscular através de imagens de TC tem sido associada
a alteracOes nas concentracdes de marcadores de inflamacéo (albumina sérica e proteina C-reativa)

[revisado por Collins et al., *4]. Estudo recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa demonstrou

gue a area dos musculos peitorais é um importante preditor de caguexia associada ao CPCNP, pois

pacientes com baixa muscularidade apresentam aumento na expressdo génica de citocinas pro-

inflamatdrias, como IL-8, IL-6 e CSF3, no tecido tumoral, as quais estdo associados a uma menor

sobrevida®®, Entretanto, ainda nfo sdo totalmente conhecidos 0s mecanismos moleculares e as

principais células tumorais que contribuem para a producdo dessas citocinas nos carcinomas

pulmonares.

O cancer de pulmdo é relevante para o estudo da caquexia e identificacdo de potenciais
marcadores moleculares e alvos terapéuticos, pois € possivel separar pacientes com cancer que
desenvolvem a sindrome dos que ndo sdo acometidos, e investigar suas diferencas. Entretanto; a

sindrome ¢ ainda mais relevante no cancer de pancreas, pois acomete 80-90% dos pacientes®®, portanto,
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resultados identificados em cancer de pancreas também podem auxiliar na compreenséao da sindrome.

Veremos isso com maiores detalhes no topico abaixo.
Caquexia associada ao cancer de pancreas

O tipo histoldgico de cancer de pancreas mais comum € o adenocarcinoma, o qual se origina
no tecido glandular (tumores na regido exocrina), e podem surgir a partir do epitélio ductal ou de
células acinares *°. O adenocarcinoma ductal do pancreas (ADP) representa 80-90% dos tipos
histologicos*®. Apesar de ndo ser um dos tipos de cincer mais incidente entre homens e mulheres -
pois é responsavel por cerca de 2% dentre todos os tipos de cancer diagnosticados - o cancer de
pancreas € agressivo e de dificil deteccdo, apresentando, portanto, alta taxa de mortalidade?*. Estima-
se que menos de 8% dos pacientes com cancer de pancreas sobrevivem até cinco anos apdés o
diagndstico 4. No Brasil, em 2018, cerca de 5.497 homens e 5.601 mulheres foram a obtido pela
doenca, de acordo com os dados publicados pelo INCA?L, Mundialmente, o cincer de pancreas, € a
sétima principal causa de morte*®, mas projeta-se que futuramente o cancer de pancreas ir ultrapassar
o cancer de mama como a terceira principal causa de morte na Europa *°. Em 2020, 495.773 novos
casos foram diagnosticados no mundo e 466.003 pacientes foram a Obito, destacando-se, mais uma
vez, a alta mortalidade do cancer de pancreas®®. Mesmo considerando a dificuldade de determinar
quantas dessas mortes resultam diretamente da caquexia, € bastante evidente que a caquexia contribui

significativamente para as altas taxas de mortalidade do cancer de pancreas®.

A caquexia associada ao ADP apresenta a maior prevaléncia dentre todos os tipos de cancer,
sendo encontrada em 80 a 90% dos pacientes®®, podendo ocorrer até mesmo em pacientes em estagios
iniciais da doenga, em que a ressecgdo cirurgica do tumor ainda é possivel®!. Por essa razdo, o ADP é
0 cancer mais amplamente estudado na busca de biomarcadores da caquexia e de mecanismos
moleculares pela qual a sindrome se estabelece®>. Entretanto, ainda ha certa discordancia entre
alguns achados. Embora IL-6, IL-1f, TNF-a, INF-y sejam amplamente utilizados como biomarcadores

13



circulantes de caquexia capazes de induzir alteracdes morfofisioldgicas no musculo esquelético®’,
Talbert e colaboradores demonstraram baixos niveis sericos dessas citocinas inflamatorias em
pacientes com ADP, as quais ndo se associaram a caquexia nas condicdes investigadas, mas outros
fatores como leptina, GM-CSF e MCP-1 foram associadas & sindrome®. Esses resultados reforcam a
necessidade de se estudar mais profundamente os fatores indutores de caquexia em pacientes com ADP
para se atingir um consenso. Ainda assim, é evidente que a inflamacgéo € extremamente relevante no

cancer de pancreas. De fato, nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente que 0 ADP apresenta

aumento na expressdo génica de significativa parte dos mais conhecidos fatores indutores de caquexia,

egnguanto tumores menos associados a sindrome regulam positivamente apenas uma peguena parcela

desses fatores®®. Além disso, tumores pancreaticos com baixa pureza tumoral, ou seja, com baixa

guantidade de células neoplésicas e alta quantidade de infiltracdo de células normais (como células

imunes, fibroblastos, etc.) também expressam, em maiores proporcoes, os fatores gue induzem

caquexia®®, Esses resultados demonstram que a inflamacdo derivada do microambiente tumoral tem

um papel chave no desenvolvimento de caquexia. Todavia, a_caracterizacdo das células gue

promovem a baixa pureza tumoral encontrada nos tumores de pancreas, e por consequéncia,

seus mecanismos moleculares gue contribuem para o processo inflamatério, necessitam maiores

investigacoes.

Considerando a relevancia da caquexia para o cancer de pulméo e de pancreas, e ainda, a
urgéncia de se compreender a influéncia do microambiente imune tumoral na inducéo de alteragdes
imunoldgicas que contribuem para o estado caquético nesses pacientes, este estudo busca entender a
origem da inflamacdo derivada de tumores de pulméo e pancreas, como também investigar se 0s
mecanismos imunoldgicos sdo semelhantes ou distintos em cada um dos tipos tumorais. Entretanto, a

relevancia da inflamacéo na caquexia é evidente para ambos os canceres de pulmao e pancreas.
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Inflamac&o derivada do tumor na caquexia associada ao cancer

A etiologia da caquexia associada ao cancer no cancer de pancreas e pulmao envolve interacfes
tumor-hospedeiro muito complexas e especificas que ainda precisam ser completamente elucidadas.
A acdo combinatoria de mediadores soluveis (fatores indutores de caquexia) secretados por células
cancerosas e do microambiente tumoral®®, incluindo muitas citocinas pro-inflamatorias, contribuem
para a inflamacao sistémica, e atuam diretamente no musculo esquelético induzindo a perda de massa
musculart®185980 Consequentemente, os esforgos para identificar mediadores e biomarcadores estio
centrados nos niveis desses fatores caquéticos no plasma®1-%, Muitos desses fatores que circulam no
sangue s&o derivados de células cancerosas e do microambiente tumoral®®. Entretanto, ainda n&o esta
claro quais sdo as principais células tumorais responsaveis pela producdo desses fatores. Portanto, a
caracterizacdo do perfil de expressdo génica célula-especifica tem o potencial de revelar padrbes
transcricionais que contribuem para compreensdo dos mecanismos pelos quais ocorre 0

desenvolvimento de caquexia no cancer de pulmao e pancreas.

Dentre as citocinas pro-inflamatorias associadas a caquexia, as interleucinas (IL-1p, IL-6), 0
fator de necrose tumoral (TNF-a) e o interferon (INF-y) tem uma grande importancia pois atuam
sistemicamente para o desenvolvimento de alteracGes celulares e moleculares que resultam na perda
de funcdo e massa muscular®!8%, Esses fatores caquéticos podem ser produzidos e secretados pela
célula tumoral ou pelas células do microambiente tumoral (MAT)**%¢. De forma geral, as citocinas
pro-inflamatorias sdo liberadas na circulagdo sanguinea e induzem uma inflamacao sistémica que afeta
principalmente o cérebro, figado, e os tecidos adiposo e muscular esquelético, com consequente
inducdo de anorexia, aumento da producdo de proteinas de fase aguda, perda de tecido adiposo e massa
muscular'®®’ (Figura 1). No entanto, a deteccdo dos niveis circulantes destas citocinas pro-
inflamatdrias geralmente sdo realizadas em pacientes com doenca avancada, incluindo muitos

pacientes submetidos a segunda ou terceira linhas de tratamento quimioterapico.
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Figura 1. Alteracbes metabolicas em tecidos-alvo induzidas pelo secretoma tumoral durante a caquexia
associada ao cancer. Citocinas pré-inflamatérias e fatores sollveis sdo secretados pelo microambiente tumoral
e induzem alteragfes metabolicas em diversos 6rgao e tecidos: modificagdo do controle neuroenddcrino do
apetite no sistema nervoso central; escurecimento e perda do tecido adiposo; aumento da sintese de proteinas

de fase aguda no figado; e reducdo da massa muscular (adaptado de Tsoli & Robertson®).

A 1L-6 também apresenta-se aumentada no soro de pacientes caquéticos em estagios iniciais e
tardios da doenca, e tem se mostrado essencial na atrofia muscular em diversos modelos experimentais
de caquexia associada ao cancer®®®. A inibicdo da STAT3, um de seus alvos, atenua a perda de massa
muscular, demonstrando o potencial dessa citocina como alvo farmacol6gico no tratamento da
caquexia’. Os niveis circulantes de IL-6 também estdo elevados em diversos modelos experimentais
de caquexia associada ao cancer, nos quais apresenta um envolvimento direto na perda de massa
muscular’*"* Medicamentos anti-IL-6 estdo atualmente em desenvolvimento, sendo o anticorpo
monoclonal humanizado clazakizumabe (ALD518) o Unico agente anti-IL6 especifico que foi avaliado
em ensaios clinicos para o tratamento da sindrome’™. O ensaio clinico em fase Il utilizando-se desse
tratamento foi conduzido em uma populacdo de 124 pacientes com CPCNP incuraveis, diagnosticados
com caquexia definida por perda de peso corporal maior que 5% nos Gltimos 3 meses’®. O

76,77

clazakizumabe inibe a IL-6, € bem tolerado, e melhora a anemia e caquexia nesses pacientes™’’, mas
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ndo induz reversdo do quadro e n&o altera a sobrevida global dos pacientes’®. Inibidores de TNF-o e
IL-1a também estdo sendo testados em estudos clinicos de fases Il e I1l. A talidomida (inibidor de
TNF-o com acdo anti-inflamatoria) mostrou-se eficaz em aumentar o apetite e reduzir a perda de peso
e massa magra em pacientes com caquexia associada ao cancer de pancreas, e 0 MABp1 (anticorpo
anti-IL-1a) aumentou significativamente a sobrevida e reduziu perda de massa muscular de pacientes
com cancer colorretal (revisado por Cao et. al., '®). Mais estudos s3o necessarios para confirmar a
eficicia dessas e outras drogas no tratamento da caquexia, pois ainda nao ha protocolo atual ou
intervencdo bem-sucedida para o tratamento da caquexia associada o cancer’®. O tnico medicamento
disponivel atualmente para o tratamento da caquexia é a anamorelina — um agonista do receptor da
grelina’®. O medicamento foi aprovado, até o momento, para alguns tipos de cancer (CPCNP e canceres
gastrointestinais), somente no Japao®. Estudos clinicos de fase 11 e 111 demonstram que a anamorelina
contribui para diminuicdo da perda de peso, recuperacdo de massa muscular, apetite e qualidade de
vida, embora ndo tenha eficacia na recuperacao da funcdo muscular (forca) e, tampouco, aumenta a

sobrevida dos pacientes 2.

Outra importante citocina pré-inflamatdria mais recentemente estudada na caquexia € a
interleucina-8 (IL-8). A expressao de IL-8 nos tecidos tumorais esta associada ao estado caquético e
ao pior prognostico em cancer de pancreas®'®?. Os pacientes caquéticos com alta expressdo de 1L-8
nos tecidos tumorais apresentaram menor sobrevida global ou sobrevida livre de doenca®. Além disso,
existe uma associacdo entre 0 aumento no nivel de expressdo de IL-8 em amostras de tumor pareadas
com amostras de soro e o tamanho do tumor desses mesmos pacientes®?. Também ja foi demonstrado
uma associacdo entre o aumento da IL-8 no microambiente tumoral e sisttmico com o aumento da
perda de peso e massa muscular em camundongos induzidos a caquexia pelo xenotransplante de

tumores pancreaticos de pacientes caquéticos®’. Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou que

pacientes com cancer de pulmio que possuem menor area de musculos peitorais apresentam um
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aumento de expressdo génica de 1L8 no tecido tumoral®. Ainda, nesse mesmo estudo, demonstramos

gue a IL-8 recombinante é capaz de induzir diretamente a atrofia em C2C12 miotubos “in vitro”.

Essas informagdes demonstram que a caquexia associada ao cancer esta extremamente
relacionada com inflamacéo sistémica, a qual parece ser provocada pelos efeitos do aumento de
citocinas pro-inflamatdrias e outros fatores soltveis produzidas pelo paciente em resposta ao tumor,
ou ainda pelo tumor em si, em especial por fatores secretados por células do MAT (como revisado por
Tsoli et al.,'®). De fato, macrdfagos ativados infiltrados no MAT de ratos caquéticos sio responsaveis
por secretar citocinas que podem contribuir para o desequilibrio metabdlico observado na caquexia®®.
Portanto, a analise do perfil de expressdo de genes que codificam proteinas preditas como secretadas
no MAT de pacientes com caquexia associada ao cancer de pulmédo e péancreas, bem como a
determinacdo das células do MAT responsaveis pela secrecdo dessas moléculas, pode contribuir para

a identificacdo de mediadores e biomarcadores da sindrome.

Microambiente tumoral na caquexia associada ao cancer

O MAT é composto por células tumorais e ndo tumorais que podem compreender: células
neoplasicas, células hospedeiras residentes e recrutadas, produtos secretados dessas células (tais como
citocinas e quimiocinas) e pelos componentes ndo celulares dispostos na matriz extracelular®®®. O
MAT contém células do sistema imunoldgico, células de vasos sanguineos e linfaticos, bem como
fibroblastos, células epiteliais, pericitos e, eventualmente, adipécitos®® (Figura 2). As células ndo
tumorais do MAT tém uma funcdo dindmica e frequentemente promotora de tumores em todos os
estagios da carcinogénese®®. A comunicacgdo intercelular no MAT é impulsionada por uma rede
complexa e dindmica de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, enzimas de remodelacdo de
matriz e citocinas inflamatérias num meio com grandes perturbacdes nas propriedades fisicas e

quimicas do tecido®.
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Figura 2. Esquema representativo da composicdo do microambiente tumoral, que pode consistir-se em: células
neoplésicas, células estromais (fibroblastos e endotelidcitos), células imunes (células T, neutréfilos e
macrofagos) e componentes acelulares da matriz extracelular. Cancer cell: célula neoplasicas; Fibroblast:
fibroblasto; T cell: célula T; Neutrophil: neutréfilo; Macrophage: macrofago; Endothelial cell: células
endoteliais; Extracelullar matrix: matriz extracelular. Ilustragéo criada por Lau and Vander Heiden, 2020 &’.

O MAT de diferentes 6rgdos é distinto e, portanto, intercomunicacdo entre células tumorais
infiltrando um 6rgéao especifico e 0 microambiente desse 6rgdo é diferente quando comparado com
outros 6rgdos®. Dados gendmicos e transcriptdmicos derivados de amostras de massa tumoral tém
sido utilizados para estudar o MAT; e as medidas de infiltracdo imune definem subtipos moleculares
de cncer de ovario, melanoma e pancreas®®°, sendo a expressdo de genes do sistema imune variavel

de acordo com o subtipo molecular em outros tipos tumorais®. A caracterizagio do microambiente
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imune utilizando as assinaturas de expressdo génica, analise de receptores de células T, repertério de
receptores de células B e analises para identificar alvos imunologicos neo-antigénicos, fornecem uma
riqueza de informagdes em muitos tipos de cancer e tém valor prognostico® 1%, Uma extensa anélise
imunogendmica em mais de 10.000 casos, compreendendo 33 tipos diferentes de cancer, utilizando
dados compilados do The Cancer Genome Atlas (TCGA) identificou seis subtipos imunes,
classificados como: cicatrizacao de feridas, dominante de IFN-y, inflamatorio, depletado de linfocitos,
imunologicamente silencioso e dominante de TGF-B. Esses subtipos foram caracterizados por
diferencas nas assinaturas de macrdfagos ou linfocitos, proporcdo de células Th1:Th2 e extensao da
heterogeneidade intratumoral, aneuploidia, extensdo da carga neo-antigénica, proliferacdo celular
global, expressio de genes imunomoduladores e progndstico®:. Esse estudo demonstrou que o subtipo
imunoldgico de cada tumor se associa ao desfecho clinico da doencga, principalmente as taxas de

sobrevida dos pacientes de acordo com seu subtipo.

Outro aspecto bastante relevante para compreensdo do MAT ¢ a pureza do tumor, determinada
pela proporcdo de células malignas na composicdo heterogénea de tipos celulares que compdem o
tumor. Até recentemente, a pureza do tumor era estimada por um patologista, principalmente por
analise visual ou de imagem de células tumorais. Com o avanco das tecnologias gendmicas, muitos
novos meétodos computacionais surgiram para inferir a pureza do tumor. Esses métodos fazem
estimativas usando diferentes tipos de informacdes gendmicas, como expressio génica'®?, variacio de
nimero de copias somaticas!®1%, mutagbes somaticas®®1% e metilagio do DNAW37_ Aran et al. 1%
realizaram uma analise Pan-Cancer utilizando 21 tipos tumorais do TCGA, a qual demonstrou que,
independentemente do método utilizado, os padrbes de pureza diferem por tipo de cancer, com alta
pureza (acima de 90% de células neoplasicas) em carcinoma adrenocortical e glioma de baixo grau, e
baixa pureza (<70% de células neoplésicas) em canceres resultantes de exposi¢des cronicas
mutagénicas, como o adenocarcinoma de pulméo, carcinoma de células escamosas e carcinoma de

celulas escamosas de cabeca e pescogo. Os tumores pancreaticos (principalmente) e pulmonares sdo
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conhecidos por apresentarem a mais alta prevaléncia de caquexia®®4, também apresentam baixa
pureza tumoral, caracterizada por uma baixa celularidade neopléstica e uma alta fracdo leucocitaria
infiltrada no microambiente tumoral %1% Além disso, os tumores de pancreas classificados como de
baixa pureza sdo aqueles que apresentam maior expressao de genes do secretoma associados a inducéao

de caquexia®®.

Como a acao combinatdria de mediadores solUveis secretados (secretoma) por células tumorais
e células do microambiente tumoral, incluindo muitas citocinas pré-inflamatérias, contribui para a
inflamag#o sistémica e atua diretamente no musculo esquelético para induzir a perda de massa®®185960
a caracterizacao celular e molecular do MAT pode fornecer novos conhecimentos para compreensao
da caquexia associada ao cancer. De fato, Matsuyama et al.'® demonstraram que diferencas no
microambiente onde as células tumorais se desenvolvem podem afetar a progressédo e o fenotipo da
caquexia associada ao cancer através de alteracGes em varios fatores circulantes derivados do
microambiente tumoral. Além disso, a intercomunicacdo entre o tumor e tecidos periféricos € mais
pronunciado em pacientes caquéticos, em comparagio com pacientes com peso estavel'l. Portanto,
embora ainda pouco explorada, a caracterizacdo do perfil de expressao génica de cada célula individual
que compBe 0 MAT na caquexia do cancer é de fundamental relevancia pois pode revelar mediadores
de comunicacdo celular do MAT e gerar novos alvos para tratamento da caquexia e biomarcadores

para diagnostico precoce da sindrome.

A composicdo e funcdo do MAT pode indicar a terapia mais adequada para pacientes
oncoldgicos. A imunoterapia, por exemplo, tem como principal objetivo regular o microambiente
tumoral reduzindo a presenca de antigenos tumorais'?. A evasdo imunoldgica no MAT ¢é mediada pela
sinalizagdo PD-L1 expresso pelas células neoplésicas e seu ligante PD-1 nas células T3, Inibidores
de checkpoint imunoldgico dessas moléculas tem mostrado eficacia na restauracdo da citotoxicidade

de células T2, Além disso, estudos recentes demonstram que pacientes com caquexia associada ao
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cancer possuem maiores taxas de falha em monoterapia com pembrolizumabe (anti-PD-1) do que os
pacientes com cancer ndo-caquéticos'!*. Portanto, a compreensdo do MAT pode revelar novos
potenciais tratamentos imunoterapicos para aumentar sua eficAcia em pacientes com caquexia

associada ao cancer.

Transcriptoma “single-cell” para analise do microambiente tumoral

O rapido desenvolvimento do sequenciamento de RNAs de células individuais (do inglés,
single-cell transcriptome; scRNA-seq) também tem oferecido oportunidades sem precedentes para o
estudo da heterogeneidade molecular e celular do ecossistema do MAT de diferentes tipos de canceres
associados com a caquexia como, por exemplo, de pancreas, cabeca e pescoco, figado e pulmao>122,
Estudos com scRNA-seq em cancer de pulméo focam principalmente na caracterizacdo do infiltrado
inflamatdrio do tumor para avaliar a potencial resposta a tratamentos imunoterapicos, mostrando-se
uma nova abordagem para estratificar os pacientes e revelar assinaturas imunes no cancer de
pulmao*??123 Além disso, o scCRNA-seq em carcinomas pancreaticos, embora ainda em menor
extensdo, tem sido realizado para caracterizar globalmente o perfil e composicdo de tumores

pancreaticos!?412%,

Embora os diferentes tipos de células e tecidos tenham sido historicamente caracterizados pela
sua morfologia e seu fendtipo, o recente desenvolvimento de métodos moleculares permitiu descrices
cada vez mais precisas de suas propriedades, tipicamente medindo padrdes de expressdo de proteinas
ou RNA mensageiro'?-128, Qs avangos tecnoldgicos também expandiram a multiplicagio de medidas,
de modo que 0 RNA-Seq pode agora enumerar praticamente todas as moléculas de RNAs mensageiros
de uma Unica célulal?®1**, Essa nova abordagem forneceu insights sobre a biologia celular e
composicdo de 6rgdos de varios organismos. A caracterizacdo global de células T em CPCNP, através

de scRNA-seq, revelou a existéncia de 16 subgrupos de células T CD4+ e CD8+ com diferentes estados
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funcionais e dinamica dentro do MAT, a qual se associou ao prognostico dos pacientes, fornecendo,

assim, novos parametros para estratificagdo do CPCNP*?2,

Apesar de 0 scRNA-Seq ter surgido como uma técnica poderosa para caracterizar a
heterogeneidade celular de tumores, atualmente é impraticavel em coortes com grandes quantidades
de amostras, e ndo pode ser utilizada com amostras coletadas e fixadas como parte do atendimento
clinico de rotina. Entretanto, o perfil de expressdo génica de células individuais, obtido nesses
experimentos de sCRNA-Seq, pode ser utilizado como referéncia para dissecar in silico amostras
tumorais complexas, estimando a abundancia dos tipos celulares a partir dos dados do transcriptoma
da massa tumoral. Varios algoritmos ja foram desenvolvidos para predizer os tipos celulares a partir
dados de expressdo génica de tecidos tumorais, incluindo EPIC!®, ESTIMATE? XCell*3,
CIBERSORT®" e CIBERSORTXx!®, Portanto, analises de transcriptomas obtidos por RNA-Seq
podem ser utilizados para determinar os tipos celulares presentes nos tumores de pacientes cagquéticos,
comparando-se com o perfil de expressdo génica de células individuais obtidos por sScRNA-Seq, a
partir do mesmo tipo tumoral. Essa analise também tem o potencial de inferir o secretoma tumoral de
cada uma das células que o compde, auxiliando na identificacdo das células responsaveis pela secrecao

de fatores caquéticos no MAT.

Secretoma tumoral

Recentes avancos na gendmica, transcriptdbmica e protedmica tem auxiliado a esclarecer o
efeito do tumor em tecidos e 6rgdos adjacentes ou distantes através da analise do seu secretoma®®.
Secretoma representa 0 conjunto de macromoléculas secretadas por células, as quais permitem
comunicagéo celulart®¥14%, O termo secretoma foi cunhado por Tjalsma e colaboradores para denotar
todos os fatores secretados por uma célula e, também, os constituintes da via secretdria*!. A definicéo

de secretoma, ent#o, foi revisada para incluir apenas proteinas secretadas no espaco extracelular*4°,
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O secretoma tumoral apresenta um papel importante em aspectos conhecidos do cancer, como
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, alteracdo no metabolismo energético e desenvolvimento

de resisténcia contra a terapias anticancer®®

. O secretoma tumoral pode ser avaliado através de meio
condicionado de linhagens celulares, liquidos intersticiais do tecido/tumor e fluidos corporais
(revisado por Schaaij-Visser et al.,'*?). Portanto, a analise do secretoma tem grande potencial em
revelar mediadores, biomarcadores e alvos para tratamento da caquexia. Muitas metodologias estéo
disponiveis para a identificacdo dos componentes do secretoma; entretanto, o uso de ferramentas
Omicas (microarranjos, sequénciamento e espectometria de massas) tem se destacado nos ultimos anos
(revisado por Mukherjee et al.,**3). Andlises protedmicas revelaram que o secretoma de pacientes com

cancer de pulmé&o, mama e colorretal possui biomarcadores relacionados ao aumento de sobrevida dos

pacientes (revisado por Schaaij-Visser et al.,'4?).

As proteinas podem ser secretadas por uma célula através de vias de secre¢do classica e ndo-
classica. As proteinas sdo, majoritariamente, secretadas pela via classica, as quais sdo destinadas ao
meio extracelular, em vesiculas, pelo reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi *. Para
ser destinada a essa via, é necessario que a proteina contenha em sua sequéncia de aminoacidos um
peptideo-sinal e um sitio de clivagem antes da regido de sequéncia madural*. As proteinas secretadas
por vias ndo-candnicas geralmente sdo localizadas no citoplasma ou nucleo células (proteinas com
peptideo-sinal também podem ser secretadas por outras rotas celulares) e podem ser secretadas atraves
de microvesiculas, exossomos, canais ou transportadores de membrana, lisossomos secretorios, etc'46.
Entretanto, independente da via de secrecdo, € possivel predizer, através de ferramentas
computacionais, a secrecdo de proteinas. A andlise da sequéncia de peptideos de uma proteina pode
ser utilizada para estimar a presenca do peptideo-sinal**® ou redes neurais podem predizer proteinas
secretadas por vias ndo-classicas**’. O banco de dados Human Protein Atlas (HPA) possui a
classificacdo mais atualizada do secretoma humano. Essa extensiva caracterizagdo foi possivel através

das ferramentas computacionais anteriormente citadas e, também, pelo mapeamento e classificacéo da
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localizagdo subcelular em dezenas de milhares de imagens de microscopia confocal de alta resolucédo

de proteinas humanas marcadas por imunofluorescéncia®®.

Algumas abordagens transcriptdmicas tém sido utilizadas para desvendar o secretoma de uma
célula ou de um tipo de tecido especifico'®®. Em um estudo pioneiro de analise do transcriptoma
utilizando microarranjos, Welsh et al. *° descreveram o aumento da expressio de 74 genes que
codificam proteinas secretadas em canceres humanos. Apesar do nimero reduzido de genes preditos
como codificadores de proteinas secretadas e do numero relativamente baixo de amostras de tecido
analisadas nesse estudo, uma fracdo significativa desses genes de secretoma, que apresentavam
aumento da expressdo em carcinomas, foi validada como desregulada no cancer ou com aplicacdes no
diagnostico e na terapia da doenca. A utilizacdo de dados transcriptdmicos para predicao de proteinas
secretadas € vantajosa, pois as técnicas de sequenciamento de RNA possuem uma maior resolucao
quando comparadas as metodologias de protedmica. Além disso, o grande potencial da predicdo do
secretoma através do transcriptoma foi amplamente explorado em nosso laboratorio para assegurar sua

aplicacdo. Recentemente, n0sso grupo de pesquisa realizou uma analise computacional para predicéo

do secretoma, a partir de dados do transcriptoma obtidos por tecnologia de microarranjos, para

identificar proteinas potencialmente secretadas pelo tumor de pacientes com céancer retal localmente

avancado®®! e cancer de laringe'®. Essa estratégia foi efetiva, uma vez que as proteinas preditas como

secretadas pelos tumores foram posteriormente validadas como apresentando niveis aumentados no

soro’®! e plasma®®? em conjuntos independentes de pacientes.

Outra aplicacdo da analise do secretoma é a possibilidade de elucidar mecanismos de
comunicagdo celular a partir dos dados de expressdo génica dos receptores dos fatores secretados em
células ou tecidos alvo®3. Os tumores e MAT séo constituidos por complexas interagdes celulares que
modificam as funcbes das células imunoldgicas locais. Estudar a comunicagdo celula-célula dentro

desse contexto pode auxiliar e orientar o desenvolvimento de terapias ou imunoterapias eficazes contra
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o cancer 1°, Ainda, considerando o carater sistémico da caquexia em que citocinas afetam diversos
orgaos e tecidos distantes, a analise da comunicacéo entre fatores secretados pelo tumor e 6rgdo-alvo

também pode auxiliar em futuras terapias para reduzir os efeitos sistémicos da caquexia.

Para nosso conhecimento, nenhum estudo explorou esses dados na busca de elementos do
secretoma produzidos especificamente pelas células neoplasicas e células do MAT na caquexia e sua
relacdo com tecidos alvo; em especial, pela dificuldade de obtencdo de dados clinicos e moleculares
de pacientes com caquexia (revisado por Penna et al.,*>4), principalmente de dados de sequenciamento
single-cell. Entretanto, com o avanco de tecnologias para a analise de expressdo génica na Ultima
década, experimentos em larga escala, como de microarranjos e de novas metodologias de
sequenciamento, tem gerado grandes quantidades de dados de que sdo depositados em bancos publicos
(revisado por Rung et al.,**°). Os dados publicos, geralmente, podem ser combinados com novos dados
gerados pelos pesquisadores, ou entdo serem reanalisados para responder questdes diferentes daquelas
colocadas nos estudos originais*®. A integracdo de dados 6micos disponiveis em bancos de dados é
capaz de gerar insights biologicos, que, talvez, em estudos individuais ndo pudessem ser obtidos
(revisado por Rung et al.,**®). De fato, buscando melhor compreender o papel do secretoma tumoral
na caquexia, reanalisando dados em larga escala de 12 tipos tumorais disponiveis no TCGA,
demonstramos que o cancer de pancreas — aquele com maior prevaléncia de caquexia — ¢é também o
que mais regula positivamente a expressao de genes do secretoma, sugerindo que o secretoma tumoral

é essencial no desenvolvimento da caquexia e deve ser mais compreendido e explorado®,

Reandlise de dados de transcriptoma tumoral para identificaco de mediadores da caquexia

O uso de informacgGes genéticas e clinicas disponiveis no banco de dados TCGA tem facilitado
a obtencdo desses dados para estudos em larga escala, estendendo sua avaliagdo para VAarios tipos
tumorais (68 tipos de tumores primarios estdo inclusos no TCGA, englobando mais de 33 mil casos)

157 Além disso, o portal Genotype-Tissue Expression (GTEX) possui dados de sequenciamento de
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RNA de tecidos normais de individuos que ndo possuiam alteracdes neoplasicas, sendo o banco de
dados mais completo para utilizagdo como controles dos casos tumorais 8. De maneira semelhante,
0 banco de dados Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) também comporta dados genémicos globais
de 1457 linhagens celulares de cancer e, tendo em vista que linhagens celulares de tumores humanos
mantém muitas caracteristicas da biologia tumoral, a analise do perfil global de expressdo génica de
linhagens celulares pode auxiliar na descoberta de novos farmacos e mecanismos envolvidos em
diferentes propriedades do desenvolvimento e progressio tumoral'®®. A correlacio de dados
transcriptdmicos de linhagens celulares e do tecido tumoral pode revelar moléculas importantes para

o0 cancer, em especifico, nas alteracdes moleculares provenientes das células neoplasicas em si.

Os estudos globais que utilizam dados transcriptdmicos inseridos em bancos de dados
bioldgicos tem se mostrado de extrema importancia para se extrair conhecimentos de impacto na
pesquisa e tratamento do cancer. Robinson et al., '*° realizaram uma analise Pan-Cancer (utilizando
dados do TCGA) da expressdo génica de componentes do secretoma, a qual resultou em listas
ordenadas de candidatos a biomarcadores diagnosticos detectaveis em fluidos bioldgicos. Essa
investigacao também revelou os padrdes e as fungdes biologicas associadas as alteracdes na expressao
de proteinas secretadas em diferentes tipos tumorais, focando principalmente em um conjunto
especifico de proteinas do secretoma. Essa estratégia reduziu a complexidade do secretoma ao estreitar
a gama de moléculas secretadas necessarias para explorar questdes fundamentais relacionadas a
expressao alterada de genes que codificam proteinas do secretoma em diferentes tipos tumorais. No
entanto, a complexidade do secretoma ainda esta longe de ser completamente entendida e a sele¢do de
diferentes estratégias metodologicas, ou de tipos especificos de tumores ou células do MAT, podem
levar a novos insights sobre as fungdes bioldgicas do secretoma na caquexia. O secretoma produzido
pelas massas tumorais dos canceres associados a caquexia ja foi globalmente caracterizado por nosso
grupo de pesquisa 8. Entretanto, demos maior foco nos fatores indutores de caquexia classicos, como

IL6, IFNG, ILS, etc. Por isso, ainda é necessario definir os fatores centrais do secretoma, relacionados
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a inflamacéo e outras citocinas, a partir da expressado génica, em resolucao single-cell, de tumores com
alta prevaléncia de caquexia, e que ndo sao habitualmente explorados na caquexia. Portanto, o uso de
dados puablicos para analise do secretoma tumoral além de ser extremamente importante para a
compreensdo da biologia tumoral**? pode, também, auxiliar na identificacdo de moléculas
potencialmente responsaveis pela modulacdo do MAT. Para nosso conhecimento, ndo existem estudos
que utilizam-se de informacdes de bancos de dados publicos e correlacionem globalmente dados de
secretoma do MAT de pacientes caquéticos com dados de composi¢do do microambiente tumoral para

investigar mediadores da caquexia associada ao cancer.
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5. Conclusdes

A caracterizacdo do perfil transcricional tumoral do secretoma permitiu a definicdo da composigéo
celular do microambiente tumoral e revelou potenciais mediadores de caquexia derivados do tumor.

Nos pacientes com cancer de pulmao, a baixa muscularidade, aferida pela area dos musculos
peitorais em tomografias computadorizadas, esta relacionada ao prognostico desfavoravel (menor
sobrevida e maior frequéncia de recorréncia tumoral). A anélise do secretoma tumoral desses pacientes
demonstrou enriquecimento de perfil inflamatorio com aumento de expressdo de biomarcadores de
caquexia, provenientes de células do microambiente imune tumoral, principalmente por células T
CD8+. Além disso, observamos um aumento da citotoxicidade e exaustdo de células T em pacientes
potencialmente caquéticos. Analises de transcriptomas musculares revelaram expressdo de receptores
que interagem com genes do secretoma aumentados nos pacientes com baixa muscularidade,
demonstrando potenciais vias de comunicagdo tumor-masculo.

No cancer de pancreas, analise pan-cancer de dados do TCGA revelou novos potenciais fatores
pré-caquéticos centrais em canceres associados a alta prevaléncia de caquexia, que participam da via
de interacdo citocina receptor de citocina. N6s demonstramos que esses fatores participam na inducéo
de caquexia por interagirem com tecidos alterados, em diferentes graus, durante a caquexia. Adipocitos
apresentaram maior frequéncia de expressdo de receptores para os fatores centrais identificados,
enquanto células do tecido 6sseo possuem expressdo de poucos receptores. Além disso, a reanalise de
dados de scRNA-seq demonstrou que as celulas neoplasicas ductais pancreaticas sao as principais

produtoras desses fatores.
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