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RESUMO

Estudos evidenciam que a morte celular imunogénica (ICD) desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de tratamentos antitumorais. No entanto, alguns agentes induzem a morte
celular nao imunogénica (NICD), como quimioterapicos e radioterapicos, resultando no acumulo
de células apoptoticas (ACs) no microambiente tumoral (TME). A eliminagdo de células mortas,
denominada eferocitose, suprime a geracdo de respostas imunogénicas mediada por células
dendriticas (DCs) e macréfagos no TME. Na ultima década, contribuicdes na area do
imunometabolismo demonstram que diferentes vias metabolicas sdo ativadas durante a
eferocitose que sustentam um fenotipo de macroéfagos com funcdo de reparo tecidual. Nesse
contexto, a reprogramacdo metabdlica de células imunes tem sido proposta como uma nova
abordagem terapéutica para potencializar a imunidade antitumoral. Portanto, a hipdtese deste
estudo ¢ que a eferocitose de células de glioblastoma apoptoticas (GBM-ACs) resulta na ativacao
de vias metabolicas que interferem diretamente no fenotipo tolerogénico de DCs prejudicando a
atividade funcional dessas células na ativacao de linfocitos T. No entanto, a inibicao dessas vias
metabolicas favoreceria a reprogramacao dessas células em perfil imunogénico. Os resultados
obtidos demonstram que a eferocitose de GBM-ACs induz aumento na expressao de CD86 e
PD-L1 e reducao de CCR7 em BMDCs, associada ao aumento na produgdo de IL-6, IL-10 e
TGF-B. A inibicdo da eferocitose por citocalasina-D reduziu a internalizagdo de GBM-ACs e
atenuou parcialmente o perfil adquirido, indicando que a internalizacdo da AC ¢ determinante
para as respostas observadas. A andlise da expressdo génica revelou que BMDCs regulam
positivamente genes relacionados com a via glicolitica como Sc/2al, Hk2, Pkm2 e Ldha apds
3h, 6h e 18h de eferocitose, acompanhados por aumento de lactato extracelular. A inibi¢do da
glicolise por 2-DG reduziu CD86 e PD-L1 e restaurou CCR7, enquanto a via das pentoses-
fosfato (PPP) e a sintese de 4cidos graxos (FAS) também se mostraram necessarias para
producao de IL-6 e IL-10, indicando que a integracao entre glicolise, PPP e FAS sustenta o perfil
pro-tumoral de BMDCs. Em contraste, a inibi¢do da entrada de piruvato na mitocondria
(UK5099), a glutamindlise (CB839) e a B-oxidacdo (etomoxir) ndo alteraram o fendtipo de
BMDCs, sugerindo que essas vias ndo contribuem para o suprimento de carbono ao ciclo de
Krebs. O meio condicionado gerado por BMDCs que internalizaram GBM-ACs induziu a
diferencia¢do de linfocitos Th17 e aumentou a produgdo de IL-17A e IFN-y. Ensaios com
linfécitos de camundongos OT-II confirmaram esse padrdo, indicando que BMDCs no contexto
da eferocitose mantém capacidade de modular respostas T antigeno-dependentes. Em conjunto,
nossos resultados demonstram que a eferocitose de GBM-ACs direciona BMDCs a um estado
pro-tumoral sustentado por circuitos metabolicos especificos, influenciando a funcionalidade de
linfécitos T. Além disso, esse estudo contribui para o entendimento de possiveis moduladores
de vias metabolicas como possiveis alvos terapéuticos que visam modular células imunes
disfuncionais em diversas patologias, especialmente aquelas sem opgdes terapéuticas
disponiveis.

Palavras-chave: Eferocitose; Célula Dendritica; Glioblastoma; Imunometabolismo.



ABSTRACT

Studies have shown that immunogenic cell death (ICD) plays a crucial role in the development
of antitumor therapies. However, some agents, such as chemotherapeutics and radiotherapy,
induce non-immunogenic cell death (NICD), resulting in the accumulation of apoptotic cells
(ACs) within the tumor microenvironment (TME). The clearance of dead cells, known as
efferocytosis, suppresses the generation of immunogenic responses mediated by dendritic cells
(DCs) and macrophages in the TME. Over the past decade, advances in the field of
immunometabolism have demonstrated that distinct metabolic pathways are activated during
efferocytosis, sustaining a tissue-repair phenotype in macrophages. In this context, metabolic
reprogramming of immune cells has been proposed as a novel therapeutic strategy to enhance
antitumor immunity. Therefore, this study hypothesizes that the efferocytosis of apoptotic
glioblastoma cells (GBM-ACs) activates metabolic pathways that directly interfere with the
tolerogenic phenotype of DCs, thereby impairing their functional activity in T-cell activation.
Conversely, inhibition of these metabolic pathways would favor the reprogramming of these
cells toward an immunogenic profile. Our results demonstrate that the efferocytosis of GBM-
ACs induces increased expression of CD86 and PD-L1 and reduced expression of CCR7 in
BMDCs, accompanied by enhanced production of IL-6, IL-10, and TGF-f. Inhibition of
efferocytosis with cytochalasin D reduced GBM-AC internalization and partially attenuated the
acquired profile, indicating that AC internalization is a determining factor for the observed
responses. Gene expression analysis revealed that BMDCs upregulate glycolysis-related genes
such as Slc2al, Hk2, Pkm2, and Ldha after 3 h, 6 h, and 18 h of efferocytosis, accompanied by
increased extracellular lactate levels. Inhibition of glycolysis with 2-DG reduced CD86 and PD-
L1 expression and restored CCR7, while the pentose phosphate pathway (PPP) and fatty acid
synthesis (FAS) were also required for IL-6 and IL-10 production, indicating that the integration
between glycolysis, PPP, and FAS sustains the pro-tumor profile of BMDCs. In contrast,
inhibition of pyruvate entry into mitochondria (UK5099), glutaminolysis (CB839), and B-
oxidation (etomoxir) did not alter the BMDC phenotype, suggesting that these pathways do not
contribute carbon to fuel the tricarboxylic acid cycle. The conditioned medium generated by
BMDC:s that had internalized GBM-ACs induced Th17 differentiation and increased IL-17A and
IFN-y production. Experiments using OT-II mouse T cells confirmed this pattern, indicating that
BMDC:s in the context of efferocytosis retain the capacity to modulate antigen-dependent T-cell
responses. Taken together, our results demonstrate that the efferocytosis of GBM-ACs drives
BMDCs toward a pro-tumor state sustained by specific metabolic circuits, thereby affecting T-
cell functionality. In addition, this study contributes to the understanding of metabolic pathway
modulators as potential therapeutic targets to modulate dysfunctional immune cells in different
pathologies, especially in diseases for which effective therapeutic options are still lacking.

Keywords: Efferocytosis; Dendritic Cell; Glioblastoma; Immunometabolism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Efeitos da modulacao do microambiente tumoral na fun¢ao das células imunes

Dentre as intimeras estratégias terapéuticas antitumorais, sabe-se que agentes
quimioterapicos e radioterapicos podem induzir diferentes subtipos de morte celular, como
apoptose, necrose, piroptose e necroptose. Logo, o padrao de morte celular das células tumorais
desempenha um papel crucial no perfil de ativacao de fagocitos e linfocitos na resposta contra o
tumor. No entanto, o perfil dessa resposta pode ser influenciado por algumas varidveis,
incluindo: (i) o tipo celular em processo de morte; (i) o local onde ocorre a morte dessas células;
(iii) as células responsaveis pelo clearance dessas células mortas; e (iv) quando (ou se) os
antigenos associados ao tumor serdo eficientemente apresentados via moléculas de MHC.
Alteracdes nesses fatores direcionam a resposta imune para perfis imunogénicos ou
tolerogénicos. Estudos prévios demonstram que a morte celular imunogénica (immunogenic cell
death - ICD) desempenha um papel crucial no desenvolvimento de tratamentos anticancer ao
estimular respostas eficientes mediadas por linfocitos T especificos contra o tumor (Galluzzi et
al. 2016; Fucikova et al. 2020). Por outro lado, agentes que induzem morte celular ndo
imunogénica (non-immunogenic cell death - NICD), como a apoptose, podem impactar
negativamente a imunidade antitumoral durante o processo de remocdo dessas células
favorecendo o estabelecimento de microambiente tumoral (TME) supressor.

Nos e outros grupos de pesquisa demonstramos previamente que o clearance de ACs por
macrofagos (Fadok et al. 1998; Medeiros et al. 2009) e DCs (Penteado et al. 2017; Dejani et al.
2018) representa um forte mecanismo de tolerancia, pois os fagdcitos passam a produzir
mediadores como IL-10, TGF- e PGE2, resultando em imunossupressdo. Além dos efeitos
mediados pela eferocitose, os fatores soluveis produzidos pelas células tumorais sdo habeis em
agir diretamente em células imunes residentes do TME, impactando as funcdes efetoras dessas
células, mediante a baixa expressao de MHC-II e co-estimulagdao (CD80/86) por macréfagos e
DCs, suprimindo as respostas das células T especificas contra o tumor (Troise et al. 2023; Coletta
et al. 2021; Ruffell et al. 2014). A expressao aumentada de PD-L1, uma molécula com funcao
inibitdria que impede a ativagao de células T, em células tumorais e imunes, caracteriza uma das
principais formas de inibi¢do da ativagdo de linfocitos T CD4" e CD8" associadas a0 TME. Nesse
contexto, estudos clinicos em fase II e III demonstraram que o tratamento com anticorpos
neutralizantes anti-PD-L1, em combinac¢do com quimio- e¢/ou radioterapia, apresentou resultados
promissores em diferentes tipos de tumores, como glioma, melanoma, cancer de pulmao, figado

e prostata (Theelen et al. 2020; Jabbour et al. 2021; Lim et al. 2022; Rahnea-Nita et al. 2024). O
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conjunto desses resultados sugere que no TME ha diversos mecanismos de escape para tentar se
evadir a resposta imunologica, sendo que a eferocitose no TME poderia contribuir nesse processo
de imunossupressao, impedindo uma eficiente resposta antitumoral.

Visando minimizar os efeitos supressores oriundos do processo de eferocitose no ambiente
tumoral, diversas estratégias terap€uticas tém sido propostas. Dentre os receptores eferociticos
responsaveis pelo reconhecimento de fosfatidilserina (PtdSer) externalizada na bicamada
lipidica em células apoptoéticas, os receptores da familia TIM e TAM té€m se destacado como
importantes alvos para intervengdes antitumorais. Nos ultimos anos, diferentes inibidores
farmacoldgicos direcionados a esses receptores, especialmente Axl e MerTK, avangcaram em
estudos pré-clinicos e ensaios clinicos (Mehrotra & Ravichandran, 2022). Inibidores seletivos de
Axl, como bemcentinibe, mostraram-se capazes de reduzir metastase em cancer de mama, a
angiogénese e a producdo de citocinas inflamatorias (Holland et al. 2010), além de tornar as
células tumorais mais permissivas ao tratamento com docetaxel, in vivo (Wilson et al. 2014).
Outros potenciais terapéuticos, tendo como alvo Axl, encontram-se em diferentes fases de
avaliagdo clinica (I e II) para tumores solidos, incluindo o glioblastoma (Vouri et al. 2015), e
hematologicos (Jeon et al. 2020). De forma semelhante, testes clinicos em fase I, utilizando
inibidores duplos de AxI-MerTK, tém demonstrado eficicia no tratamento em leucemia aguda,
resistente aos tratamentos padrdes preconizados (Post et al. 2020) e aumentaram a eficacia de
imunoterapias, incluindo o bloqueio de PD-1 (Subbiah et al. 2021). Esses tratamentos atuam
inibindo receptores tirosina-quinase da familia TAM, bloqueando sua autofosforilacdo e,
consequentemente, a ativacao de cascatas intracelulares como PI3K/AKT, MAPK/ERK e STAT.
Além disso, anticorpos monoclonais anti-TIM-3 vém sendo avaliados isoladamente ou em
combina¢d@o com quimio- e outras imunoterapias para o tratamento de tumores sélidos, como no
cancer de figado (Harding et al. 2021). Esses avangos reforcam o interesse crescente na
modulagdo da eferocitose como estratégia para reverter a imunossupressao tumoral e
potencializar respostas antitumorais.

Nos ultimos anos alguns estudos demonstram que o bloqueio da interacdo entre as ACs e
os fagocitos no TME, mediante o bloqueio da interacdo de PtdSer com anticorpos monoclonais,
poderia ser uma interessante estratégia para potencializar respostas antitumorais. Em modelos
experimentais, o bloqueio da PtdSer com bavituximabe (anticorpo anti-PtdSer), concomitante a
radiagdo UV-C, aumentou a capacidade de DCs de ativarem células TCD8", acompanhado de
reducdo do tamanho do tumor em um modelo de glioblastoma (He et al. 2009). De forma
semelhante, em um modelo experimental de cancer de prostata, o tratamento com anticorpos

anti-PtdSer resultou no aumento da expressao de citocinas inflamatdrias como IL-12 ¢ TNFa,
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enquanto suprimiu IL-10 e TGF-B por macrofagos e DCs, favorecendo uma maior infiltragdo de
linfocitos TCD8+ no TME e uma melhora no prognostico de sobrevida dos animais (Yin et al.
2013). Ensaios clinicos em fase I e II também demonstram resultados promissores ao utilizar
essa abordagem como monoterapia em combina¢do com radioterapia e quimioterapia no
tratamento de diversos tumores solidos (Gerber et al. 2011; Meyer et al. 2017; Grilley-Olson et
al. 2018; Chang et al. 2020). Entretanto, essa estratégia pode apresentar limitagcdes devido a
possiveis efeitos adversos, incluindo: (i) o bloqueio sistémico da eferocitose, que pode acarretar
acumulo de ACs, evolugdo para necrose e inflamagdo em tecidos saudaveis; e (i) o
reconhecimento de ACs via receptor Fc, promovendo inflamacao, apresentagdo de autoantigenos
e geragdo de clones autorreativos, com potencial para desencadear autoimunidades, tornando
essa estratégia um tanto quanto limitada.

Nesse contexto, ¢ plausivel considerar o busca de novas estratégias terapéuticas que visem
a preservagdo da eferocitose no contexto sistémico, mas que o bloqueio seja direcionado
especificamente ao TME e seus componentes. Abordagens com foco na caracterizagdo de vias
metabolicas t€m sido investigadas em diversas patologias, incluindo como estratégia para
modular células imunes associadas ao tumor. Recentes estudos destacam que o estado
metabolico das DCs ¢ um regulador fundamental da sua fungao, levantando questdes importantes
sobre como os tumores manipulam essas vias para criar um microambiente imunoprivilegiado.
Embora diversos fatores derivados de tumores sejam conhecidos por alterar a funcionalidade das
DCs no TME, relativamente poucos mecanismos demonstraram atuar diretamente sobre as vias
metabolicas dessas células. Um exemplo bem-sucedido dessa estratégia de tratamento via
reprogramagao metabolica foi descrito em modelos experimentais de melanomas que utilizam a
via de sinalizacdo PPAR-y/B-catenina para ativar a oxidacdo de acidos graxos e OXPHOS em
DCs, aumentando a expressao de CPT1A (carnitine palmitoyl transferase 14). Essa modulagao
metabolica elevou os niveis da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase-1 (IDO1) e suprimiu
citocinas pro-inflamatdrias como IL-6 e IL-12, promovendo a geracao de cé€lulas T reguladoras.
Logo, o bloqueio da B-oxidacdo, utilizando exotomir (inibidor de CPTla), aumentou a
imunidade antitumoral e a eficacia da imunoterapia anti-PD-1, in vivo (Zhao et al. 2018).

Por outro lado, estudos mostram que redirecionar macrofagos para um perfil metabolico
oxidativo favorece a evolugao do tumor (Liu et al. 2019). Em um estudo recente, publicado em
outubro de 2024, foi demonstrado que macréfagos associados ao tumor de mama utilizam a via
das pentoses-fostato, juntamente com intermediarios provenientes da glicolise e da B-oxidacao,
para alimentar o ciclo do TCA e atender as demandas energéticas necessarias para sustentar um

perfil anti-inflamatorio e reparador. O tratamento desses macrdfagos com dicloroacetato, 6-
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aminonicotinamida e etomoxir, inibidores da conversao de piruvato em acetil-CoA, da via das
pentoses-fosfato e da B-oxidagdo, respectivamente, suprimiu a produ¢ao de VEGF enquanto
aumentou os niveis de TNF-a (Dias et al. 2024). Esses achados evidenciam como a modulagao
do metabolismo celular pode impactar as respostas antitumorais, revertendo o fenotipo supressor
de células imunes do TME e consequentemente promovendo a ativagdo de uma resposta
antitumoral especifica. No entanto, ainda nao existem evidéncias demonstrando como a
reprogramagao metabdlica de DCs poderia modular o fenotipo tolerogénico adquirido por essas
células apds a eferocitose de ACs. Essa abordagem pode oferecer uma estratégia alternativa para
melhorar a eficacia das terapias antitumorais convencionais, preservando o clearance de ACs

nos diferentes tecidos e contribuindo para a manuten¢do da homeostase tecidual.

1.2 Resposta antitumoral mediada por linfocitos T CD4+

O microambiente tumoral ¢ constituido por uma diversidade de células imunes, incluindo
os linfécitos T, que desempenham um papel central na resposta antitumoral, mas que também
podem se associar ao desenvolvimento e progressdo do proprio tumor. Os linfocitos T CD4*
atuam principalmente como células auxiliares, potencializando a atividade citotoxica dos
linfocitos T CD8* e a producao de anticorpos pelas células B. Além disso, essas células exercem
funcdes efetoras por meio da secrecao de citocinas como o interferon-gama (IFN-y) e, em
determinados contextos, podem apresentar atividade citotoxica direta contra células tumorais
que expressam MHC de classe II. Estudos prévios utilizando modelos pré-clinicos e clinicos
demonstram que respostas antitumorais duradouras dependem da cooperagao entre linfocitos T
CDA4* e CD8+ (Schuurhuis et al. 2000; Bijker et al. 2007; Sahin et al. 2017). Nesse contexto, os
diferentes subtipos de linfocitos T CD4", como Thl, Th2, Th17 e T reguladores, exercem fungdes
distintas e, por vezes, antagonicas no TME, influenciando diretamente o desfecho da resposta
antitumoral. De modo geral, efeitos antitumorais pro-inflamatorios mediados por linfécitos T
CDA4+ sdo atribuidos principalmente ao fenotipo T helper 1 (Thl), caracterizado pela secrecao
de IFN-y e de outras citocinas inflamatdrias, que favorecem a ativacdo de linfocitos T CD8",
células NK e macréfagos com perfil inflamatdrio, contribuindo para a eliminagdo de células
tumorais em cancer colorretal (Wang et al. 2023), de pulmao (Zhang et al. 2023) e outros. Por
outro lado, as células Th2, caracterizadas pela producao de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13,
estdo mais associadas a respostas humorais e, em tumores s6lidos e hematolédgicos, a infiltragao
dessas células estd relacionada a progressdo tumoral, principalmente por promoverem um

microambiente permissivo a angiogénese e ao remodelamento tecidual (De Monte et al. 2022;
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Takahashi et al. 2016). Ainda assim, h4 evidéncias de que linfocitos Th2 também podem estar
associados a erradicacdo de tumores em modelos murinos, como no melanoma (Lorvik et al.
2016; Jacenik et al. 2022), indicando que a fun¢do dessas células pode ser dependente do
contexto tumoral. Efeitos imunossupressores no TME também s3o regidos por células T
reguladoras (Tregs), caracterizadas pela expressdo do fator de transcri¢do Foxp3, que atuam
inibindo a ativacao de células T efetoras por meio da secrecdo de IL-10 e TGF-B, além de
mecanismos dependentes de contato celular, sendo amplamente associados a evasao tumoral e
ao pior prognostico em diversos tipos de cancer (Peng et al. 2019; Ma et al. 2024).

Ademais, outro fenotipo presente no TME ¢ o das células Th17, no qual a resposta efetora
¢ caracterizada pela secre¢do de interleucina 17 (IL-17) e pelos fatores de transcricdo RORyt e
STATS3, cuja polarizacdo depende principalmente de IL-6 e TGF-f. A IL-23 também ¢ um
mediador essencial para a estabilizagao do fenotipo Th17 e para a aquisi¢ao de caracteristicas
patogénicas dessas células. No TME, a IL-23, frequentemente superexpressa, ndo apenas
sustenta o fen6tipo Th17, como também promove sua expansao e potencial inflamatorio. Nesse
contexto, a PGE2 secretada pelo tumor pode induzir a expressao de IL-23 em DCs por meio da
via AMPc/PKA, aumentando a transcri¢ao de IL-23p19 e favorecendo a expansao de células
Th17 (Qian et al. 2013). A IL-23 também estd envolvida na reprogramacao de células Th17
patogénicas, especialmente em ambientes ricos em IL-10 e IL-12, nos quais essas células podem
passar a coexpressar T-bet e IFN-y, adquirindo um fen6tipo Thl-like (McGeachy et al. 2013).

O papel das células T CD4+ do perfil Thelper 17 no TME ainda ¢ incerto, uma vez que
diferentes estudos demonstram que estas c€lulas podem exibir um efeito antitumoral dado por
meio da secre¢do de IFN-y ou mediando a resposta via CTLs (Lei et al. 2024; Ye et al. 2013),
enquanto outros evidenciam a capacidade dessas células em estimular a angiogénese e evasio
tumoral (Zhang et al. 2009; Bailey et al. 2014), evidenciando a complexidade das respostas
dependentes de Th17 no contexto tumoral. Em diversos tumores s6lidos, incluindo glioblastoma,
a IL-17 tem sido associada a promocdo de angiogénese, ao recrutamento de células mieloides
imunossupressoras e ao estabelecimento de um microambiente inflamatdrio cronico que
favorece o crescimento tumoral (Madkouri et al. 2019). Uma correlacdo entre prognéstico ruim
e alta frequéncia de células Th17 também foi descrita em cancer de pulmao (Shen et al. 2010;
Xu et al. 2014), gastrico (Yamada et al. 2012), da mesma forma que em carcinoma pancreatico
(He et al. 2011) e colorretal (Liu et al. 2011; Housseau et al. 2016).

Por outro lado, ha evidéncias de que as células Th17 também podem contribuir para
respostas antitumorais ao favorecerem o recrutamento e a ativacao de linfocitos T CD8* e células

NK, além de exibirem elevada plasticidade funcional. Estudos prévios demonstram que as
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células Th17 infiltrantes no TME podem associar-se a um melhor progndstico e aumento da
sobrevida, como observado no cancer de ovario (Bilska et al. 2020; Kryczek et al. 2009), es6fago
(Wang et al. 2013; Lv et al. 2011) e de pulmao (Zou et al. 2010). Outro mecanismo pelo qual os
linfécitos Th17 podem exercer atividade antitumoral ¢ através da alta plasticidade que essas
células apresentam, permitindo que essas adquiram outros fendtipos efetores, especialmente o
perfil Thl-like, dependendo dos sinais presentes no microambiente (Hamai et al. 2012;
McGeachy et al. 2013). Essa plasticidade ¢ modulada por citocinas, hipoxia, alteragdes
metabolicas e modificacdes epigenéticas, permitindo que células Th17 passem a produzir
concomitantemente IL-17 e IFN-y, caracteristica que tem sido associada a respostas citotdxicas
mais eficazes (Nufez et al. 2013; Muranski et al. 2008). Estudos prévios demonstraram que a
producdo de IFN-y por células Th17 pode induzir a expressdo das quimiocinas CXCL9 e
CXCL10 por células tumorais, favorecendo a migragao de linfécitos T CD8* e células NK para
o infiltrado tumoral (Kryczek et al., 2009).

Assim, o conjunto desses achados evidencia que os diferentes subtipos de linfocitos T
CD4" representam populacdes altamente heterogéneas no TME, capazes de assumir fungdes
distintas conforme os sinais inflamatdrios, metabolicos e imunorregulatorios, reforcando a

complexidade da sua atuag¢do na modulagdo da imunidade antitumoral.
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7 CONCLUSOES
Os resultados obtidos durante os quatro anos de desenvolvimento de doutorado

demonstram que: (Fig. 20):

L O tratamento com TMZ - que ¢ um dos métodos que compdem a terapia padrao-ouro
para tratamento do glioblastoma - nao ¢ capaz de induzir morte celular na linhagem U87MG.

Contudo, a radiagao UV-C foi eficiente em induzir morte por apoptose em glioblastoma.

11 A eferocitose de GBM-ACs leva BMDCs a adquirirem um perfil pré-tumoral,
caracterizado pelo aumento na expressao de PD-L1 e CD86, redugdo de CCR7, associada ao
aumento na produgao de IL-6, IL-10, TGF-B, PGE: e lactato. Logo, a IL-10, em nosso contexto,
ndo modula a expressdo de moléculas como PD-L1, o que pode indicar um mecanismo
sustentado pela IL-6. A modulagdo da expressdo das moléculas de superficie e a producao dos
mediadores soluveis sao dependentes do numero de GBM-ACs internalizadas, uma vez que a

reducdo no nimero de GBM-ACs eferocitadas impacta no perfil pro-tumoral de BMDCs.

1I1. O perfil pré-tumoral observado em BMDCs durante a eferocitose de GBM-ACs depende,
ao menos em parte, da integracdo entre glicolise, via das pentoses-fosfato e sintese de acidos
graxos. Embora a glicolise seja ativada de forma robusta, o lactato produzido ¢ majoritariamente
exportado, ndo havendo acimulo intracelular. Além disso, a inibi¢do da LDH nio alterou o
fenétipo das BMDCs, indicando que o lactato ndo atua como mediador intracelular na

sustentagdo desse perfil pro-tumoral no nosso modelo.

1V. A reprogramagao metabolica de BMDCs por meio da inibigao farmacologica demonstrou
que a ativacdo da via glicolitica regula diretamente a expressao de CD86, CCR7 e PD-L1, bem
como a producao de IL-10 e TGF-p. Por sua vez, a sintese de dcidos graxos e a via das pentoses-
fosfato modulam, em diferentes intensidades, a produgdo de IL-6, IL-10, bem como a expressao
de CCR7 e PD-L1, além de promoverem uma reducdo modesta na capacidade eferocitica de

BMDCs.

V. O microambiente gerado por BMDCs que internalizaram GBM-ACs induz de forma
robusta a ativagdo de linfocitos Th17, levando ao aumento significativo da produ¢do de IL-17A

e IFN-y, tanto quando utilizado como meio condicionado quanto no co-cultivo direto com

BMDCs.
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Figura 20. Conclusio do estudo. A eferocitose de GBM-ACs por BMDCs desencadeia a ativagdo da via glicolitica, via das pentoses-fosfato e sintese de acidos graxos. A adaptagio
metabolica decorrente da atividade funcional dessas vias resulta em BMDCs pro-tumorais, caracterizadas pela alta expressdo de PD-L1 e CD86, com redugdo na expressdo de CCR7,
além da produg@o robusta de IL-6 e em menores niveis de IL-10, TGB-p ¢ PGE,. Logo, o aumento na expressdo do coativador de HIF-10, Phd3, sugere fortemente a participagdo desse

fator de transcrigdo na regulagdo de genes associados a glicolise e a via das pentoses-fosfato. O microambiente gerado durante a eferocitose acarreta a diferenciagdo de linfocitos Th17.
Esquema ilustrativo criado com Biorender.com.
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