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RESUMO

No contexto tumoral, o sistema imunoldgico desempenha papeis que podem prevenir o
desenvolvimento ou a progressao tumoral. Assim, a producéo de citocinas, principalmente por
linfocitos T CD4+, representa um fendmeno crucial na resposta imune, uma vez que variagdes
nesta regulacdo podem resultar em uma resposta inadequada. Anteriormente, esse grupo de
pesquisa demonstrou que linfocitos T CD4" de pacientes com estadios avancados de cancer
expressavam interleucina-12, o mesmo se aplicando a camundongos induzidos a cancer de
mama com DMBA (7, 12 — Dimetilbenzantraceno). Entéo, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a sintese de IL-12 em linfécitos T CD4* do sangue periférico de pacientes com cancer,
correlacionando com a expressdo dos fatores de transcricdo T-bet, GATA-3, RORyt e FoxP3,
utilizando citometria de fluxo e abordagens moleculares. As células T CD3*CD4"IL-12" foram
isoladas a partir do sangue periférico obtido de pacientes com cancer, utilizando técnica de
citometria de fluxo com principio de cell sorting (triagem de células) e submetidas a analise do
perfil transcricional. Os resultados demonstram uma porcentagem significativamente maior de
linfocitos T CD3*CD4"IL-12" no sangue periférico de pacientes com cancer (p<0,0001). E estas
expressam o fator de transcricdo RORyt, podendo ainda algumas coexpressarem o fator T-bet.
Ainda foi observado que algum fator (s) sérico (s) presente no soro dos pacientes com cancer
sdo capazes ainda de induzir a diferenciacéo de linfécitos T CD3*CD4*IL-12", sendo notavel o
aumento na porcentagem destas células em culturas estimuladas com o soro (p=0,0020).
Entretanto novas investigacdes sdo necessarias, para compreender esse fenotipo de linfécito.

Palavras chave: linfécitos T auxiliares, interleucina 12, RORyt, T-bet, resposta antitumoral



ABSTRACT

In the tumor context, the immune system plays roles that can prevent development or
progression of tumor. Thus, the production of cytokines by CD4* T lymphocytes represents a
crucial phenomenon in the immune response, because the variations in this regulation may
result in an inadequate response. Previously, our research group demonstrated that CD4" T
lymphocytes from advanced cancer patients expressed interleukin-12 and the same was applied
to mice induced breast cancer with DMBA (7,12-Dimethylbenzanthracene). The aim of the
present study was to evaluate the synthesis of IL-12 in CD4" T lymphocytes from the peripheral
blood of cancer patients, correlating with the expression of T-bet, GATA-3, RORyt and FoxP3
transcription factors. The CD3*CD4IL-12" T cells were isolated from the peripheral blood
obtained from cancer patients, using flow cytometry technique with cell sorting principle and
submitted to transcriptional profile analysis. The results demonstrate a significantly higher
percentage of CD3"CD47IL-12* T lymphocytes in the peripheral blood of cancer patients (p
<0.0001). In addition, these express the transcription factor RORyt, and some may coexpress
the T-bet factor. It has been observed that some serum factor (s) present in the serum of cancer
patients are still capable of inducing the differentiation of CD3"CD4*IL-12" T lymphocytes,
being remarkable the increase in the percentage of these cells in stimulated cultures with serum

(p =0.0020). However new investigations are needed to understand this lymphocyte phenotype.

Key words: peripheral helper T lymphocytes, interleukin-12, RORyt, T-bet, antitumor response
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As neoplasias sdo transformacgdes anormais de células que podem ocorrer de forma
induzida ou espontanea. Geralmente entende-se que neoplasia é uma lesdo composta por
proliferacdo celular anormal, instavel, autbnoma, que leva a perda ou reducéo da diferenciacéao
devido a alteracbes em genes e proteinas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2015; LOEB,;
HARRIS, 2008).

As alteracdes que podem induzir a formacdo de neoplasias podem ser intrinsecas e
extrinsecas. No primeiro caso seriam por mutacdes genéticas ou erros aleatdrios no processo de
replicacdo do DNA. No segundo, por danos e/ou instabilidade genética, como por exemplo,
induzida por exposicao a radiagdo (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Assim, as formas induzidas de neoplasias podem ser estimuladas por agentes
carcinogénicos fisicos, quimicos e biologicos. Dentre os fisicos, pode-se mencionar a energia
radiante (radiacdo UV e raio-X, que geram danos diretos a estrutura do DNA) e energia térmica,
gerada pelas exposi¢des constantes ao calor; 0s agentes quimicos, como os corantes e o fumo;
e 0s agentes bioldgicos, como virus e bactérias. As formas espontaneas podem ser geradas por
quebra da integridade funcional da atividade celular (ciclo celular), como consequéncia de
alteracdes moleculares, fenotipicas e de estimulos diversos, podendo ainda serem herdadas
geneticamente (TLSTY; COUSSENS, 2006; ARRUDA et al., 2008; LOEB; HARRIS, 2008).

Alguns autores descrevem que apenas uma mutacéo dificilmente induz a uma quebra da
integridade funcional do processamento do ciclo celular. Para a formagao da massa tumoral séo
necessarias de duas a seis alteragdes genéticas progressivas para interferir nos mecanismos de
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. E sdo essas alteracdes que levam as células a
possuirem caracteristicas fenotipicas de uma neoplasia, com uma homeostasia tecidual
distorcida e com complexo mecanismo fisiologico (INOUE; AMAR; CERVANTES, 2005;
ONUCHIC, CHAMMAS, 2010). Porém ¢é interessante mencionar que apesar de 0s termos
tumor, neoplasia e cancer serem utilizados como sindnimos, eles podem abranger significados
bem distintos.

Neoplasia vem das palavras gregas neo, de novo e plasis, de crescimento, enquanto que
cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2015). Enquanto neoplasia refere-se a uma transformacdo das células que geram uma

proliferacdo anormal, o cancer € um nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos de doencas
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que possuem em comum 0 crescimento anormal e desordenado, associado a um potencial
invasivo (INCA, 2016), sendo que os fatores que promovem o cancer podem agir em conjunto
e/ou em uma sequéncia de eventos. O termo tumor caracteriza o aumento de um tecido, por
exemplo, devido ao crescimento (nimero) de células, oriundos do fendmeno da neoplasia
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2015). Considerando que fendmeno é um fato ou evento que
pode ser descrito e explicado pela ciéncia em conceitos, logo nem todo tumor é cancer, assim
como nem toda neoplasia é cancer.

Nos ultimos anos, o cancer vem sendo considerado um problema de sadde publica, tanto
pela auséncia de tratamentos eficazes que proporcionem sua cura, quanto aos seus altos indices
de mortalidade e a magnitude que essa doenca alcanca a cada ano. De acordo com a World
Health Organization (WHO, 2013), em 2012 cerca de 8,2 milhdes de pessoas ao redor do
mundo morreram de cancer. Na figura 1 é possivel visualizar estimativas para as 10 principais
prevaléncias de tipos de cancer em todo o mundo, no ano de 2012. Calcula-se que em 2030 a
carga global de novos casos de cancer sera de 21,4 milhGes e de 13,2 milhdes de mortes, em
decorréncia principalmente ao crescimento e envelhecimento da populacdo (GLOBOCAN,
2012).
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Figura 1: ndmero estimado de casos de prevaléncia (5 anos), em ambos 0s sexos, em todo o mundo, para 0s
10 principais tipos de cancer, no ano de 2012. Adaptado de GLOBOCAN, 2012.
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No Brasil, pais onde a populacdo passa por uma mudanc¢a no perfil demogréfico,
principalmente devido aos novos estilos de vida associados aos recentes processos de
urbanizagdo, ao crescimento industrial e aos avancos na ciéncia e tecnologia, houve uma
alteracdo do perfil de morbimortalidade da populacdo. Segundo as estimativas, no biénio 2016-

2017, ocorrerdo cerca de 600 mil novos casos de cancer no pais (Tabelas 1 e 2) (INCA, 2016).

Tabela 1: distribuicéo dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil em 2016 — sexo

masculino

Localizagdo Primaria Casos Novos %
Prostata 61.200 28,6
Traqueia, brénguio, pulmao 17.300 8,1
Célon e reto 16.660 7,8
Estbmago 12.920 6,0
Cavidade oral 11.140 5,2
Es6fago 7.950 3,7
Bexiga 7.200 3,4
Laringe 6.360 3,0
Leucemias 5.540 2,6
SNC* 5.440 2,5

Adaptado de INCA, 2015 — Distribuic¢io proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2016
por sexo, exceto ndo-melanoma. *Sistema Nervoso Central

Tabela 2: distribuicéo dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil em 2016 — sexo

feminino

Localizacdo Primaria Casos Novos %
Mama 57.960 28,1
Colon e reto 17.620 8,6
Colo uterino 16.340 7,9
Traqueia, brénquio, pulmao 10.890 5,3
Estdbmago 7.600 3,7
Corpo do utero 6.950 34
Ovario 6.150 3,0

Glandula Tireoide 5.870 29
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Linfoma ndo-Hodgkin 5.030 2,4
SNC* 4.830 2,3

Adaptado de INCA, 2015 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016
por sexo, exceto ndo-melanoma. *Sistema Nervoso Central

Todavia, 0s mecanismos de desenvolvimento do cancer ndo sdo totalmente
compreendidos. Os fundamentos das teorias da carcinogénese consideram, em linhas gerais,
duas etapas para o seu limiar: transformacdo do material genético, seguida por uma divisao
celular alterada, com transmissao do material genético modificado para as proximas linhagens
(SILVA; SERAKIDES; CASSALLI, 2004).

Weinberg, em 1996, descreveu que o cancer seria uma permutacao de uma célula normal
para uma modificada, com crescimento progressivo e lenta taxa da mortalidade, com
capacidade de sofrerem metastases. Assim sendo, quando presentes em uma massa tumoral,
estas células transferem-se do sitio de origem, difundindo-se pela circulacdo e formam sitios de
células neoplésicas em outros locais do organismo. As massas tumorais de origem metastatica
podem comprometer a funcdo dos 6rgaos, resultando em morte (WEINBERG, 1996). Mas além
de capacidade metastatica, as células cancerigenas ainda apresentam capacidade de invasdo
local e de se sustentarem com alteragdes no microambiente tumoral (ONUCHI; CHAMMAS,
2010).

Sendo o cancer uma doenca de cunho genético, as caracterizacdes dos genes envolvidos
nas transformac@es das proteinas envolvidas nas atividades do ciclo celular sdo essenciais na
compreensdo da fisiopatologia do cancer. Esses genes sdo importantes parametros da presenca
de células tumorais, sendo caracterizados em proto-oncogenes (genes promotores do
crescimento celular) e genes supressores (JOHUNG; GOODWIN; DIMAIO, 2007; ARRUDA
et al., 2008; GUEMBAROVSKI; COLUS, 2009).

Os proto-oncogenes sdo genes que, em atividade normal, controlam as atividades de
diferenciacéo e divisdo mitotica das celulas. Mas quando alterados geram crescimento celular
anormal, sendo entdo denominados de oncogenes (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004).
Os genes supressores sdo genes que, dentro do padrdo da normalidade, previnem a expanséo
descontrolada de células. Quando mutados se tornam responsaveis pela alteragdo das proteinas
constituintes do ciclo celular (ALMEIDA et al., 2007; GUEMBAROVSKI; COLUS, 2009).

Dentre algumas proteinas codificadas por esses genes, pode-se citar a pRb que,

juntamente com a p53, monitora a integridade dos cromossomos e promove 0 seguimento
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adequado do ciclo celular. Outros exemplos sé&o os genes de codificacdo para as ciclinas,
proteinas chaves na regulacdo do ciclo celular, que estimulam as células para a divisdo celular
(PELUZIO et al., 2006). Destacam-se ainda, 0s genes BRCAL e 2, envolvidos com alguns casos
de cancer de mama e de ovario; o gene APC, associado ao cancer colorretal; o WT1, ligado
com o tumor de Wilms; o pl6ink4 do melanoma familiar; os NF1 e 2, envolvidos com a
neurofibromatose, entre outros (HUSSAIN; HARRIS, 2000; SHIH et al., 2000).

Logo, neste cenario, considera-se papel fundamental os mecanismos de defesa
desempenhados pelo sistema imune contra as neoplasias, devido a sua habilidade de reconhecer
os fatores “estranhos” ao organismo. No caso da célula neoplasica, ndo seria propriamente um
fator estranho, mas uma alteragdo ocorrida em um fator proprio do hospedeiro. E 0 mais
intrigante € a capacidade do cancer em exercer influéncias sobre o sistema imune, que
provocam, por exemplo, a imunossupressdo (TRICHOPOULOS; LI; HUNTER, 1996).
Entretanto, muitos destes aspectos de como 0s mecanismos Se processam para 0

estabelecimento do cancer ainda ndo sao conhecidos em sua integridade.

1.2 Resposta imunologica aos tumores

O sistema imunoldgico tem se ajustado e evoluido na tentativa de identificar, neutralizar
e/ou eliminar patdgenos que gerem algum dano ao hospedeiro. Assim, ele desempenha um
papel relevante na prevencdo do desenvolvimento e progressdao tumoral. As interacfes
estabelecidas entre células tumorais e mecanismos do sistema imunolégico sdo complexas e
reagem de maneiras distintas em cada individuo, podendo inibir o crescimento tumoral, levando
a atenuacao “espontanea” ou dar subsidios que promovam a progressao tumoral e a angiogénese
(DOUGAN; DRANOFF, 2009).

Em 1909 foi proposto por Paul Ehrlich a teoria da vigilancia imunol6gica que predizia
que o sistema imune € o responsavel pelo monitoramento e controle das células tumorais, uma
vez que as células imunes sdo capazes de identificar e eliminar clones de células mutadas antes
mesmo que elas originem tumores. Esse conceito ficou conhecido como immunosurveillance e
sua existéncia foi confirmada em 1957 pelos pesquisadores Sir MacFarlane Burnet e Lewis
Thomas (BURNET, 1970; SCHAROVSKY, 2006).

Considera-se que os mecanismos de eliminacgdo tumoral envolvam a imunidade inata e
a adquirida, gerando um sistema integrado de defesa no hospedeiro, no qual diversas células e
componentes moleculares agem de forma reciproca. Deste modo, a imunidade inata atua como

linha de defesa inicial contra as células tumorais, atuando principalmente com mecanismos que
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incluem as células natural killer (NK), as células dendriticas (CDs) e 0os macrofagos. Ao passo
que a imunidade adaptativa atua principalmente com os linfécitos T (T CD4* e T CD8"), tipos
celulares que apresentam maior especificidade contra os antigenos tumorais (LEHRNBECHER
et al., 2008; LOOSE; VAN DE WIELE, 2009).

Resumidamente, o controle tumoral na imunidade inata é realizado pelas células NK,
CDs e macrofagos, tipos celulares responsaveis pela fagocitose e eliminagdo das células
tumorais e por moléculas soltveis, como o interferon (IFN), as interleucinas (IL), o fator de
necrose tumoral (TNF) e demais citocinas (SHI; EVANS; ROCK, 2003; CRUVINEL et al.,
2010).

Os macrofagos sdo tipos celulares capazes de impedir a progressdo do cancer ou
favorecer o seu crescimento, de acordo com o seu perfil de diferenciacdo. Quando diferenciados
em macrofagos tipo 1 (M1), liberam enzimas tdxicas (enzimas lisossomais), espécies reativas
de oxigénio e dxido nitrico, sendo estas as substancias que promovem a destruigdo das células
tumorais. Sao ainda os maiores produtores de TNF-a e de outras citocinas estimuladoras dos
demais mecanismos imunologicos, como a IL-2, IL-12 e IL-18. Entretanto, quando
diferenciados em macréfagos tipo 2 (M2), podem atuar em favor do crescimento tumoral,
devido ao seu poder de secretar o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
transformacdo do crescimento do tipo beta (TGF-B), ambos promovedores da angiogénese
tumoral (COUSSENS; WERB, 2002).

As células NK iniciam o processo de destruicdo das células tumorais através da
liberacdo de seus granulos de perforinas e granzimas, acarretando em lise destas. Sao ativadas
por citocinas como a IL-12 e o IFN-y. A IL-12 produzida, por exemplo, pelos macréfagos e
demais células apresentadoras de antigenos (APCs) colaboram na ativacdo das NKs. Mas elas
dependem ainda do equilibrio entre seus receptores de ativacao e de inibicdo. Esse equilibrio €
proveniente das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), em que,
comumente, as células normais ndo sdo alvos das células NK por possuirem sinais inibitérios
provenientes do MHC I, enquanto que nas células tumorais estes sinais sdo interrompidos
devido a alteracBes na expressdo do mesmo (TORREZINI; ATHANAZIO, 2008; CRUVINEL
et al., 2010).

A producéo de IFNs do tipo | ativa as APCs, em especial as CDs, as células iniciadoras
das respostas imunes adquiridas. Mas outras citocinas sao brevemente produzidas em resposta
aos sinais emitidos pelo reconhecimento antigénico e podem alterar significativamente a
atividade das CDs, por induzir a diferenciacéo, ativagdo, migracao e a maturacao destas células.

Entre as citocinas pode-se mencionar o fator estimulador de coldnia de granulécito-macrofago
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(GM-CSF), IFN-a, IL-4, IL-5, IL-12 e TNF-a (KAPLAN et al., 1998; LANGENKAMP et al.,
2000; SERAFINI et al., 2004).

Diferente dos mecanismos da imunidade inata, na imunidade adquirida ha um maior
direcionamento e especificidade das respostas contra o antigeno alvo. Durante a resposta
imunoldgica inata, 0 ambiente é organizado para propiciar a atuagdo de uma resposta mais
especifica, em que as interacGes entre as APCs maduras e as citocinas produzidas gerem uma
resposta mais eficiente (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). As principais células
que agem nesta etapa da resposta imunoldgica sdo os linfocitos T, que reconhecem os antigenos
de uma célula tumoral pelo receptor de célula T (TCR) (IGNEY; KRAMMER, 2002).

Estudos tem apontado que a resposta através dos linfdcitos T € o principal mecanismo
de defesa contra as células tumorais. As células T CD8" podem eliminar as células tumorais
por citotoxicidade direta, mediando a eliminacéo das células alvo pela producdo de IFN-y,
perforinas e granzimas, além da inducao de apoptose pela ligacéo entre os receptores Fas e FasL
(receptores de morte celular programada) (DOUGAN; DRANOFF, 2009). Através da secrecao
de citocinas (IL-2, IL-12, IFN-y e IFN tipo I) as células T CD4"* do subgrupo Th1l podem
participar da ativacdo dos linfocitos T CD8", auxiliando estes nas suas fungdes citotoxicas
(HUNG et al., 1998; STEINMAN; BANCHEREAU, 2007).

Os antigenos tumorais a serem reconhecidos pelo TCR sdo apresentados via MHC,
expresso na superficie das CDs. O MHC | e Il apresentam os antigenos para os linfocitos,
respectivamente aos linfocitos T CD8" e T CD4", resultando na diferenciacéo destes em formas
efetoras. O reconhecimento antigénico via MHC é considerado o primeiro sinal no processo de
ativacdo; a interacdo entre as moléculas coestimulatorias expressas nas superficies das CDs e
dos linfocitos T séo o segundo sinal; e um possivel terceiro sinal é fornecido pela secrecdo das
citocinas (DOUGAN; DRANOFF, 2009; BOUDREAU et al., 2011).

De acordo com o estimulo de ativagdo das CDs, as células T CD4" podem se diferenciar
em subpopulagdes, as Thl, Th2, Thl7 e T regulatorias (Treg). Os linfécitos Thl sdo
caracterizados pela sintese de IL-2 e IFN-y, sendo sua principal fungao a regulagdo de outros
tipos de células, como, por exemplo, os linfécitos T CD8", NK e macrdfagos, células
primordiais no combate as células tumorais (RADFORD; TULLET; LAHOUD, 2014).

Os linfocitos Th2 sdo capazes de estimular as respostas imunes humorais e suprimirem
o desenvolvimento de células do fenétipo Thl. No cancer, em especifico, as respostas mediadas
por células Th2 podem favorecer a carcinogénese, principalmente por inibir a resposta
antitumoral e desencadear respostas que promovem o desenvolvimento do tumor (Xie et al.,

2015). Este perfil de celula ainda pode ativar macrofagos M2, contribuindo assim para o
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aumento da agressividade das células tumorais, induzindo os macréfagos M2 a adquirirem o
fendtipo de células tronco do céncer, as Cancer Stem Cells (CSC) (DING et al., 2012).

No céancer, os mecanismos de respostas gerados por Treg atuam como um componente
pré-tumoral, pois as atividades imunossupressoras destas células impedem que o sistema imune
reconheca e inicie respostas contra o tumor (WANG et al., 2015).

As Treg sdo associadas aos processos de inibicdo dos linfécitos T CD8", NK e
macrofagos, favorecendo o crescimento tumoral. Estdo vinculadas as situacdes de
imunossupressao, podendo as Tregs serem divididas em naturais e adaptativas (nTregs e
aTregs), de acordo com as vias de desenvolvimento e com seus mecanismos de supressao
distintos (WING; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2006), mediante a producgéo de citocinas como
0 TGF-B (Treg) e IL-4 e 1L-10 pelos linfocitos Th2 (SEGURA et al., 2013).

Ja os linfocitos Th17 ainda ndo possuem um papel bem descrito na imunidade
antitumoral. A literatura pontua apenas que estes estdo associados a promocao de respostas
imunes contra microrganismos extracelulares, através da producdo de IL-17, promovendo o
recrutamento de mondcitos e neutréfilos, além de estarem associados ao desenvolvimento de
algumas doencas autoimunes (SEGURA et al., 2013).

Considerando a resposta da imunidade adaptativa humoral, a participacdo dos linfécitos
B na resposta antitumoral ocorre através da producao de anticorpos especificos para os tumores.
Os anticorpos se ligam aos antigenos, favorecendo o reconhecimento e fagocitose, com
consequente destruicdo pelas células NK. Ativam, ainda, o sistema complemento, que culmina
em lise das células tumorais (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Desta forma, o sistema imune apresenta um papel muito importante diante da atividade
tumoral, auxiliando para que ndo ocorra o crescimento do tumor. Entretanto, as células tumorais
“elaboram” um ambiente imunossupressor que afeta a resposta imunoldgica local. Em pacientes
com estadiamentos tumorais mais avancados, autores tém demonstrado que 0 mau
funcionamento se apresenta maior nos diversos mecanismos da reposta imunolégica (GARCIA
PAZ et al., 2014).

Assim, em algumas condigdes, os tumores podem anular as funcbes de CDs, por
exemplo, na tentativa de evasdo da reposta imunolégica, revertendo os mecanismos de ataque
ao seu favor. A natureza certa deste tipo de interacdo ainda ndo esta elucidada em sua
completude. Por isso alguns estudos buscaram e buscam identificar os mecanismos de escape
associados ao crescimento tumoral, tanto os que envolvem as células tumorais quanto os que
envolvem o0s antigenos associados ao tumor e, ainda, o proprio sistema imunolédgico do
hospedeiro (ROTH et al., 2001; SOMBROEK et al., 2002; GABRILOVICH, 2004).
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1.3 Fatores de transcrigdo T-bet, GATA-3, RORyt, FOXP3 e 0 cancer

Dentre as propriedades das células T CD4" virgens, talvez a mais caracteristica e uma
das mais intrigante seja a sua predisposicdo, de acordo com o estimulo recebido, de se
diferenciar em subtipos de células. Estes subtipos agem de formas diferentes contra os agentes
patogénicos (ZHU; PAUL, 2008).

Desta forma, elas sdo capazes de desempenhar diversos papeis nas atividades imunes.
Pode ser através da sua capacidade de auxiliar as células B em seus processos de producéo de
anticorpos, na indugdo da atividade de macrdofagos para desenvolver sua atividade de forma
aumentada, no recrutamento de neutrdfilos, eosinofilos e baséfilos aos locais de infeccdo e
inflamacdo, ou através da producdo de citocinas, que orquestram as mais diversas respostas
imunes (ZHU; PAUL, 2008).

Em 1986, Mosmann e colaboradores reconheceram os fendtipos Th1l e Th2 como clones
de células T CD4", mostrando a distincdo destes subgrupos através das citocinas produzidas e
secretadas durante o estimulo dado por uma APC. Assim, foi definido em Th1, o subgrupo que
secreta IL-2 e IFN-y, induzindo a imunidade celular e funcdo tumoricida de macrofagos
induzindo a liberacdo de substancias téxicas, e Th2, o subgrupo que libera IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, relacionados com a imunidade humoral (MOSMANN et al., 1986; MOSMANN;
COFFMAN, 1989; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009). Posteriormente foram descritas as
Treg e Thl7.

Mais recentemente, a distincdo entre o0s subtipos basea-se na descri¢do de fatores de
transcricdo em cada uma destas subpopulagdes. Os fatores de transcricdo sdo classes de
proteinas encarregadas dos processos de regulacdo da expressao de determinados genes. E essa
transcricdo é realizada pela acdo da RNA polimerase. Ou seja, elas se ligam a uma regido do
material genético agindo sobre a expressdo ou a inibicdo do gene em questdo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Desta forma, o T-bet é considerado o principal fator de transcricdo acionado na
diferenciacdo das células T CD4" no perfil Thl, que passam a sintetiza-lo apds a estimulagdo
por IFN-y. Quando ativado ele promove a sintese de IFN-y, IL-2 e TNF-a ¢ a inibi¢&o do perfil
Th2, regulando a atividade do fator de transcricdo GATA-3 negativamente. Vale ressaltar que
além do T-bet, a expressdo intracelular de STAT1 e STATA4 participam da diferencia¢do de Thl
(HWANG et al., 2005; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009; RODRIGUES-GALAN et al.,
2009; LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013).
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As citocinas secretadas pelas células Thl tem se mostrado capazes de inibir a
angiogénese, as metéstases e o crescimento tumoral, sendo por isso denominada por alguns
autores como perfil de resposta ideal antitumoral. As citocinas secretadas pelo perfil Thl ainda
sdo capazes de ativar os linfécitos T CD8", como ja mencionado (TRINCHIERI, 2003;
RODRIGUES-GALAN et al., 2009).

O fator de transcricdo GATA-3 é expresso em células T CD4" quando estimuladas por
IL-4, diferenciando-as no perfil Th2. Além do GATA-3, o fator STAT6 também propicia a
diferenciacéo de Th2. Esse fenétipo é capaz de secretar as citocinas I1L-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
que sdo caracteristicas desse perfil de resposta e sdo capazes de promover a ativacdo alternativa
de outras celulas, como por exemplo em macréfagos do tipo M2 (MIOSSEC; KORN;
KUCHROO, 2009; ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2015). O GATA-3 além de induzir a
diferenciacdo das células T CD4* em Th2, ainda é capaz de inibir o fator de transcricdo T-bet,
caracteristico do perfil de células Thl (ZHU et al., 2012).

O fator de transcricdo RORyt estd presente nos mecanismos de diferenciacdo dos
linfécitos do subtipo Thl7. Estas células sdo conhecidas por apresentarem um perfil proé-
inflamatorio, secretando as citocinas IL-17A, IL-17F, 1L-23, IL-21, IL-22 e TNF-a,
responsaveis pela ativacdo de células do sistema imune inato (KORN et al., 2009). O mRNA
de RORyt demonstra-se ainda superexpresso em resposta ao estimulo de IL-23 (CUA,;
KASTELEIN, 2006; ZHENG, 2013).

O fator de transcricdo FoxP3 é crucial para o desenvolvimento de células Treg
(CD3"CD4*CD25%) (RICCIARDELI et al., 2008). Esta populacdo celular expressa altos niveis
do receptor CTLA-4 e secreta citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e a citocina
imunossupressora TGF-p (CUA; KASTELEIN, 2006).

Hoje, além destes subtipos mencionados, sdo conhecidas outras populac6es, como Th22
e Th9, mas que necessitam de mais estudos para a caracterizacao dos seus fatores de transcricdo
(ELYAMAN et al., 2009; JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009; LI; ROSTAMI, 2010).

1.4 Linfécitos T CD4*IL-12*

A IL-12, descoberta em 1989, € uma proteina heterodimeérica composta por duas cadeias
ligadas por dissulfeto glicosidico. Produzida principalmente por macréfagos ativados e CDs em
resposta a agentes patogénicos, desempenha um importante papel na regulacdo de respostas
imunoldgicas inatas e determinacdo do tipo e duracdo das respostas imunologicas adquiridas.

E um fator chave para a inducdo da ativacio de células T dependente e independente de
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macrdfagos, NK, geracdo de Thl (sendo um importante regulador da imunidade adaptativa
mediada por esse subgrupo — acdo antitumoral, antimetastatica e antiangiogénica) e T CD8",
aumentando sua atividade citotoxica, inducdo opsonica e resisténcia a infecgdes intracelulares
(TRINCHIERI, 1995; TATSUMI et al., 2003).

Sendo a IL-12 uma citocina heterodimérica, ela possui as cadeias p40 e p35 codificadas
em cromossomos diferentes. A expressdo coordenada dos dois genes constituintes é crucial para
respostas imunes adequadas em tempo, localizacdo e magnitude. Juntas, as cadeias p40 e p35
formam a IL-12 biologicamente ativa (p70). A expressdo altamente coordenada de p40 e p35 é
essencial para a iniciagdo de uma resposta imune eficaz (SNIJDERS et al., 1996).

Trabalhos que buscaram tracar um perfil imunoldgico associado com a progressao
tumoral, demonstraram que a relacdo progressdo-regressdo tumoral esta diretamente associada
com o padréo de células ativadas e das citocinas e demais moléculas que polarizam as respostas
das células efetoras. Peghini e colaboradores (2012) demonstraram a necessidade de um
mecanismo de supressdo da imunidade celular para que ocorra a progresséo tumoral. Entdo,
quando se considera o perfil Thl como antitumoral é possivel depreender que o fenotipo efetor
Th1 diferenciado de T CD4", proporciona essa atividade de regressao tumoral.

Considerando que o perfil de células Thl, juntamente com as células T CD8" sdo os
ideais no desenrolar dos mecanismos antitumorais, a IL-12, nesse contexto, se apresenta como
um importante regulador na imunidade adaptativa mediada por células. Importante por
proporcionar mecanismo de imunidade contra as neoplasias atraveés da potencializacdo das
células T CD8* e na diferenciacdo das células T CD4" em células Thl (PEGHINI et al., 2012).

Entretanto, as evidéncias demonstram a capacidade da IL-12, secretada principalmente
por macréfagos e CDs, em estimular essas respostas, mas nao o oposto. Ou seja, as evidéncias
sdo escassas em relacdo a capacidade dos linfocitos T CD4* em sintetizar IL-12. Estudos de
Rodrigues e colaboradores (2011), sobre o papel dos linfécitos T na imunoterapia com CDs
autélogas, demonstraram que linfécitos T CD4* possuiam uma tendéncia para aumento da
producéo de IL-12 na fase inicial do tratamento. Este achado inédito constatou que ocorre uma
ligeira estimulagcdo na expressdo de IL-12 por células T CD4" apds a terapia com CDs
(RODRIGUES et al., 2011).

Michelin e colaboradores (2013) também descreveram que pacientes com cancer
expressam IL-12 nestes tipos celulares (T CD4"), o que ndo é observado em pacientes controles
saudaveis. A literatura sugere que IL-12 pode ser secretada por APCs, com efeitos significativos
na regressao tumoral. A imunoterapia com CDs em diferentes tipos tumorais leva a0 aumento

sisttmico da sintese de IL-12. Além disso, foi demonstrado que a produgéo de IL-12 no local
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do tumor induz a rejeicdo de células neoplasicas por linfécitos T CD8* em associacdo com a
infiltracdo de macréfagos (COLOMBO; TRINCHIERI, 2002; RODRIGUES et al., 2011;
MICHELIN et al., 2013).

Os efeitos da IL-12 também foram observados sobre a acdo em T CD4* e NK na
producdo de IFN-y, em termos de atuacdo como sinal para a diferenciacdo de T CD8" e na sua
capacidade de atuar como um fator na reativacao e sobrevivéncia de T CD4" de memoria. 1sso
é interessante para a repolarizacdo das T CD4" nas atividades antitumorais, considerando a
conversdo do subgrupo Th2 em Thl (CAVALLO et al., 1997; COLOMBO; TRINCHIERI,
2002; KERKAR et al., 2010).
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2 HIPOTESE E JUSTIFICATIVA

Sendo o cancer uma doenca bastante desafiadora para as diferentes areas das ciéncias
da salde e uma importante questdo de saude publica, faz-se necessario compreender 0s
diferentes mecanismos de resposta das células imunes frente as células tumorais. Essa busca se
deve a propria fisiopatologia do cancer, que se desenrola a partir de mecanismos de supressao
e falhas das respostas imunes, uma vez que no microambiente tumoral, muitos mecanismos
imunoldgicos envolvidos na manutencdo da homeostasia, apresentam um papel
imunossupressor durante as respostas antitumorais.

Nesse contexto, a IL-12 é considerada uma molécula chave de ativacdo de respostas
imunes eficazes, secretada principalmente por células apresentadoras de antigenos (macréfagos
e células dendriticas). Assim, nosso trabalho se fundamenta na hipotese de que pacientes com
cancer avangado possuem no sangue periférico células T CD3*CD4" produtoras de IL-12 e que
0 soro desses pacientes possui elementos capazes de induzir a diferenciacdo desse fenotipo.
Entretanto, a real funcdo dessa citocina ainda ndo foi identificada, assim como se algum dos
fatores de transcricdo chaves dos subtipos ja descritos de linfécitos T CD4", T-bet, GATA-3,
RORyt e FoxP3, podem ser correlacionados com esse fendtipo esse indicio de plasticidade.

Portanto, este trabalho justifica-se em buscar a compreensdo dos mecanismos que
envolvem a ativacao de células imunes nas respostas imunes contra o cancer e como este pode,

em algum nivel, alterar as fungdes imunes a seu favor.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a producéo de IL-12 em linfécitos T CD4", correlacionando com os fatores de
transcrigdo descritos até o momento para a distincdo dos subtipos de linfocitos T auxiliares.
Além do mais, avaliaremos se a presenca de fatores séricos presentes no soro das pacientes com

cancer poderia contribuir para o surgimento destes clones celulares.

3.1 Objetivos especificos

e Auvaliar e comparar a producdo de IL-12 em linfocitos T CD4", por citometria de fluxo,
de pacientes com cancer avangado e controles saudaveis;

e Quantificar por qPCR os fatores de transcricdo RORyt, T-bet, GATA-3 e FoxP3 em
linfocitos T CD3"CD4IL-12" isolados de pacientes com cancer avangado;

e Incubar o soro destes pacientes (pacientes com cancer avancado) com células de
doadores saudaveis para verificar se possiveis fatores séricos sdo capazes de induzir a

diferenciacdo de linfocitos auxiliares em linfocitos T CD3*CD4*IL-12".
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao da amostra e delineamento experimental

Foram selecionadas pacientes com céncer avangado na Clinica de Ginecologia e
Obstetricia do Hospital de Clinicas da UFTM — Universidade Federal do Tridngulo Mineiro,
Uberaba-MG e amostras de controles saudaveis, sem historico de neoplasia e/ou doenca
infectocontagiosa, em bom estado geral de saude (ultimos 60 dias) oriundos do IPON — Instituto
de Pesquisa em Oncologia e comunidade da UFTM. Foram coletadas amostras de sangue
periférico para realizacdo das analises. Todos os sujeitos envolvidos foram informados a
respeito das intencBes da pesquisa, confirmando a adesdo por meio de termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 1).

O projeto prevendo a terapia com células dendriticas para pacientes com cancer
avancado se encontra aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM, protocolo ndimero
683-2006 (Anexo 2) e financiado pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), Fundacgéo
de Amparo a Pesquisa do estado de Minas Gerais (FAPEMIG), Fundacao de Ensino e Pesquisa
de Uberaba (FUNEPU) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq). Vale ressaltar que o projeto em questdo visa ndo apenas avaliar as condi¢des dos
pacientes que recebem o tratamento pela vacina de células dendriticas, mas ainda aspectos
gerais de pacientes com cancer, visando melhor analise e compreensdo dos mecanismos que
envolvem as respostas imunes, para possivel desenvolvimento de alvos imunoterapicos.

Sendo assim, foram estudadas 50 pacientes com diagnostico de cancer avangado e/ou
recidivado, das quais 35 foram incluidas nesse estudo, com faixa etéria de 26 anos a 83 anos
(média de 55 anos), com diferentes sitios primarios de tumores (Anexo 3). Estas tiveram
amostras coletadas para a realizacdo de citometria de fluxo com principio cell sorting. Este
principio separa em especifico as células de interesse para o estudo, neste caso as células
CD3"CD4*IL-12%,

Além disso, 23 individuos, incluidos no grupo controle saudavel (Anexo 4), faixa etaria
de 23 anos a 70 anos (média de 41,6 anos), também tiveram amostras coletadas para a realizagéo
da andlise por citometria de fluxo, para comparagcdo com as amostras das pacientes com cancer,
e 11 sujeitos, tiveram amostras coletadas para realizacdo de ensaio in vitro (Anexo 5). O
delineamento experimental pode ser visualizado na figura 2.

Os critérios de inclusdo das pacientes na pesquisa foram:

- Pacientes do sexo feminino com qualquer idade;
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- Pacientes com recidiva e/ou com tumores em fase avangada.
Os critérios de exclusdo dos sujeitos na pesquisa foram:
- Pacientes imunodeprimidos e/ou submetidos a procedimento cirdrgico, tratamento

quimioterapico, radioterapico ou imunoterapico nos ultimos 60 dias.

Coleta sangue penférico

23 amostras 35 amostras 11 amostras
Controles Cancer avangado Cultura de leucocitos
saudaveis e/ou recidivado totais + soro

controles
/ l saudaveis/soro

pacientes oncolégicos

Leucoceitos -
Soro Citometria de Fluxo +
l principio cell sorting \
Cultura l Citometria de Fluxo
Citometria de s
G qPCR
Fluxo

Figura 2: Delineamento experimental. Representacdo esquematica do desenho experimental.

4.2 Analise da presenca linfécitos T CD3*CD4*IL-12* por citometria de fluxo

As amostras de sangue periférico foram coletadas dos controles saudaveis e pacientes
oncolégicos, para analise da presenca de linfécitos T CD3*CD4"IL-12* por meio da técnica de
citometria de fluxo. As 35 amostras oriundas de pacientes oncoldgicos, que tiveram analise por
citometria de fluxo sofreram ainda a separagdo das células CD3"CD4"IL-12" por principio de
cell sorting. As amostras foram analisadas em citdmetro FACSAria I11™ BD com principio de
“sorter” (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A técnica de citometria de fluxo foi realizada
de acordo com o protocolo de citometria sugerido no kit Fixation/Permeabilization BD
Cytofix/Citoperm™, com utilizagdo de anticorpos BD Pharmigen™ e adaptada de acordo com
parametros do laboratério IPON.
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Logo apos a coleta, foi realizada a lise de hemacias utilizando solucdo de lise BD
FACS™ LysingSolution, na concentragdo de 1 mL de sangue para 10 mL de solugéo de lise. A
mistura da solucdo de lise com o0 sangue foi mantida sob incubacdo por 20 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida foi submetida a centrifugacdo, a 4°C, 805xg, por 10 minutos,
seguindo com duas lavagens das células em 20 mL de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), uma vez concentrado (1x).

O excesso de solucdo foi desprezado cuidadosamente apds centrifugacédo a 4°C, 805xg,
por 10 minutos, conservando o precipitado de células em 1 mL de PBS. As células foram entédo
ressuspendidas e a elas adicionado 2,5 pL de BD GolgiStop™, seguido com incubagéo a 4°C
por 20 minutos. Terminada a incubagéo, foi adicionado 20 mL de PBS 1x e submetido a nova
centrifugacdo, utilizando os mesmos parametros mencionados anteriormente.

Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, mantendo 2 mL de PBS e as
células ressuspendidas. Em seguida, a quantidade de 10° células, contadas em cimara de
Neubauer, foram separadas em tubos de ensaio, e marcadas com quantidade apropriada de
anticorpos BD Pharmigen™de marcagdo de membrana (Tabela 3), incubando-as por 30
minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. Apos a incubacao, as amostras foram submetidas a mais duas
lavagens com 1 mL de PBS 1x.

Em seguida, as células foram permeabilizadas adicionando 1000 pL por tubo da solugéo
de Fixation/Permeabilization BD (BD Cytofix™) e incubadas por 20 min, a 4°C. Entdo, as
células foram lavadas duas vezes com 1 mL do tamp&o Perm/wash™ 1x (500 puL em cada
tubo/lavagem). As células foram entdo ressuspendidas e adicionado o anticorpo intracelular
(Tabela 3), incubando a 4°C, por 30 min. Em seguida lavou-se duas vezes (500 pL/tubo) com
tampao Perm/wash™. Ap6s a Gltima lavagem ressuspendeu-se as amostras em 500 pL em PBS

para ser realizada a analise.

Tabela 3: Marcacdes extracelulares e intracelulares para células do sangue periférico

Tubos  Marcacéo extracelular Marcacéo intracelular
1 Controle permeabilizado Sem marcacgéo
2 CD3 FITC
IL-12 PE
CD4 PerCP.Cy 5.5 ou APC
3 Mouse 1gG2a FITC

Mouse IgG1 PE
Mouse 1gG1k PerCP.Cy 5.5




34

4.3 Isolamento de RNA

O isolamento de RNA foi realizado nas 35 amostras de sangue periférico das pacientes
com diagnostico de cancer, que foram previamente separadas de uma amostra heterogénea pelo
principio de cell sorting (citémetro FACSAria I1I™ BD com principio de “sorter”), como
mencionado anteriormente.

Apbs a separacdo, para cada 5x10° células, foram adicionados 1,0 mL de TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific®). Em seguida as amostras foram homogeneizadas e mantidas por 5
min, a 15-30°C. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de TRIzol®.
Agitou-se as amostras vigorosamente por 15s, incubando as mesmas a temperatura ambiente
por 3 min. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg, por 15 min, a 4°C.

Finalizada a centrifugacdo, a mistura apresentou trés fases, uma inferior, uma mediana
e uma superior, sendo a fase inferior de coloragdo avermelhada, correspondendo ao fenol-
cloroférmio, rica em DNA; a interfase, de coloragdo mais clara, rica em proteina; e a fase
superior, aquosa, rica em RNA. Esta ultima foi transferida para um tubo limpo, e as demais
fases, fenodlica e a interfase, foram armazenadas para subsequentes extracfes de DNA e
proteina.

Isolada a fase aquosa, rica em RNA, foi adicionado alcool isopropilico, na proporcao de
0,5 mL de &lcool para cada 1 mL de TRIzol®, incubando a temperatura ambiente por 10 min.
Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min, a 4°C por 10.000xg.

Entdo o sobrenadante foi removido, seguido de adicdo de alcool 75%. A amostra foi
homogeneizada e centrifugada por 5 min, a 4°C e 7.000xg. Apds a centrifugacdo, removeu-se
0 sobrenadante com cuidado e colocou-se o tubo para secar. Por fim, adicionou-se 20 pL de

agua livre de RNase.

4.4 Transcricdo reversa de RNA para DNA complementar (cDNA)

O RNA extraido das amostras foi submetido a sintese de DNA complementar (cCDNA)
de acordo com protocolo do kit Reverse Transcriptase (Invritrogen®), adaptado a estas
amostras pelo laboratorio IPON, realizada em termociclador com gradiente Veriti® 96-well,
Applied Biosystems™ (Termo Fisher Scientific). A reacdo ocorre em duas etapas, sendo a
solugéo inicial para primeira etapa da transcricdo reversa, com volume final de 23 pL (Tabela
4).
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Tabela 4: Reagentes da primeira etapa do RT-PCR*

Reagente Volume para 1 amostra
OligodT 1L
Dntp 2 uL
RNA 20 pL
Volume parcial 23 uL

* Protocolo proposto pelo fabricante (kit Reverse Transcriptase Invritrogen®), com adaptac¢des feitas pelo IPON.

Essa primeira parte da solucdo para transcricdo reversa, contendo o RNA, foi
desnaturada a 65°C por 5 minutos, seguida de incubacdo em gelo por 1 min. Apos, foi
adicionado ao tubo 6,0 puL de uma solucéo (Tabela 5) contendo a enzima (SuperscripllIrit®
First-Standart Synthesis para RT-PCR), responsavel pela transformacédo do RNA em cDNA.

Tabela 5: Reagentes da segunda etapa do RT-PCR*

Reagente Volume para 1 amostra
Tampdo kit 5x 8 uL
DTT 0,1M 2 uL
Enzima SuperscripllIrnt® 2 uL
Agua DEPC 26 pL
Volume final 61uL

* Protocolo proposto pelo fabricante (kit Reverse Transcriptase Invritrogen®), com adaptagdes feitas pelo IPON.

As amostras foram entdo incubadas por 5 minutos a 25°C, seguida de nova incubacao
por 60 minutos a 50°C. A reacdo foi inativada a 70°C por 15 minutos. Em seguida, a
concentracdo de cDNA das amostras foi dosada utilizando Quibit® Fluorometer 2.0
(Invitrogen®)

4.5 gPCR (quantitativePCR)
O protocolo de realizacdo do gPCR foi realizado de acordo com instruc6es do fabricante

GoTaq qPCR Master Mix (Promega®) (Tabela 6). Os iniciadores especificos, com suas

sequéncias e concentracfes, encontram-se na tabela 7. A analise da expressdo dos genes dos
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fatores de transcrigdo RORyt, T-bet, GATA-3 e FoxP3, foi realizada no 7900HT Fast Real-Time
PCR (Life Technologies®) e os resultados analisados pelo software SDS 2.4, Inc.

Tabela 6: Protocolo para reacdo qPCR*

Reagentes Volumes
Agua livre de RNase 8,25uL
SYBR MasterMix 4x 12,5 uL
Dyereference 0,25 pL
Iniciador F 1puL
Iniciador R 1puL
cDNA 2 uL
Volume final 25 pL

* Protocolo proposto pelo fabricante (GoTaq gPCR Master MixPromega®).

Tabela 7: sequéncias e concentracdes dos iniciadores

Gene Iniciador Concentracao

) (F): GTGGGGCGCCCCAGGCACCA
B-actina 10uM
(R): CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

T-bet* (F): CGGCTGCATATCGTTGAGGT LouM
-be
(R): GTCCCCATTGGCATTCCTC H

(F): TCATTAAGCCCAAGCGAAGG
GATA-3* 10uM
(R): GTCCCCATTGGCATTCCTC

RORA® (F): GCAGCGCTCCAACATCTTCT LouM
! (R): ACGTACTGAATGGCCTCGGT :

(F): CACCTGGCTGGGAAAATGG
FoxP3* 10uM
(R): GGAGCCCTTGTCGGATGA

R —reverse; F — foward; * LIN et al., 2015.

As condicdes de realizacdo do qPCR estdo dispostas na tabela 8. A especificidade de
cada reacao foi confirmada por analise das curvas de dissociagéo ao final de cada corrida. O

calculo da expresséo génica foi feito usando o ACt:
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ACt = Ctgene alvo — Ctgene controle endogeno (B-actina)

Tabela 8: Condicdes realizacbes gPCR*

Fase Ciclos Programacao
Ativacédo da enzima TagDNA polimerase 1 95°C por 2 min
Desnaturacéo 95°C por 20 seg
Anelamento 45 60°C** por 1 min
Extensdo

Curva de dissociagéo 1 60°C

* CondicOes propostas pelo fabricante (GoTaq gPCR Master Mix Promega®). **As temperaturas especificas para
cada iniciador estdo especificadas na tabela 9.

Tabela 9: Temperaturas de anelamento de cada gene alvo (iniciadores)

Gene Temperatura de anelamento
B-actina 60°C
T-bet 58°C
GATA-3 57,5°C
RORyt 61°C
FoxP3 58 °C

4.6 Ensaios in vitro

Para 0 ensaio in vitro foram selecionados 11 voluntarios saudéveis, conforme
mencionado no item “sujeitos da pesquisa”. Os voluntarios tiveram ciéncia dos objetivos da
pesquisa, que foi confirmado e consentido mediante termo consentimento livre e esclarecido de
participagdo no estudo. Dos mesmos foram coletados 10 mL de sangue periférico, em tubos
decartaveis, esterilizados, contendo heparina (100UI/mL).

O sangue foi disposto em tubo plastico conico contendo 15 mL de solucdo Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare®). Entdo, os tubos foram centrifugados a 600xg, por 30 min, a
18°C. Ao término da centrifugacéo, os leucocitos foram removidos e tranferidos a outro tubo
conico. O excesso de solugéo de Ficoll® foi removido por centrifugagcdo com 2 lavagens em
solugédo RPMI incompleto (Sigma-Aldrich®), a 805xg, 4°C, por 10 min.
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Ao término da segunda lavagem as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio
RPMI completo (Sigma-Aldrich®), contendo 0,24% de HEPES, 10% de SBF, 1% de L-
glutamina, 1% de gentamicina/estreptomicina, 0,1% de 2-mercaptoetanol, 0,22% de
bicarbonato e piruvato de sodio a 0,1%. As células foram entdo contadas e incubadas em
garrafas de cultura (32,5x10° células em um volume de 7,5 mL), em meio RPMI completo,
sendo mantidas em estufas a 5% de COg, a 37°C.

Ap0s 4h de incubacgdo, parte das garrafas foram estimuladas com soro de controles
saudaveis e outra parte com soro dos pacientes oncoldgicos em fase avancada (300 pL) e
cultivadas por 48h, para investigar a existéncia de possiveis estimulos que induzem a
diferenciacdo de linfécitos T CD3"CD4"IL-12", através da técnica de citometria de fluxo. O
dados foram comparadas entre garrafas estimuladas (controle positivo e estimulo) e nédo

estimuladas com o soro (controle negativo).

4.7 Analise dos resultados

Os resultados foram analisados, utilizando o software GraphPad Prism Versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc.). Quando os dados apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado
teste ANOVA de medidas repetidas - pds-teste Bonferroni, com resultados expressos em média
* desvio padrdo, e quando apresentaram distribuicdo ndo Gaussiana, foi utilizado teste ndo
paramétrico (Mann-Whitney), com os valores expressos em medianas e valores minimo e
méaximo. As diferencas observadas foram consideradas significativas quando o valor de p

(probabilidade) foi menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Linfocitos T auxiliares de pacientes com cancer avancado expressam IL-12

intracelularmente

No presente estudo, buscamos avaliar a presenca de células T CD3"CD4*IL-12* em
pacientes com cancer avancado comparando a porcentagem destas com os controles saudaveis.

Assim, na figura 3 estéo representados os resultados obtidos na analise da porcentagem
de células T CD3*CD4"IL-12". Pode-se observar aumento significativo na porcentagem de
células T CD3"CD4*IL-12" em pacientes com cancer avancado, denominado de grupo cancer,
17,30% (1,5-58,80), em relacdo ao grupo controle (controles saudaveis) 0,100% (0-6,6), em
que p<0,0001.

A figura 4 exemplifica o perfil caracteristico do fenotipo de estudo, observado pela
técnica de citometria de fluxo, através de uma analise de “dotplot” das caracteristicas de
tamanho e granulosidade das células. A area delineada por R2 e Q2, usualmente denominado
de “gate” ¢ definida como a populagado de estudo. Foram utilizadas marcagdes de isotipos, para
confirmacéo da especificidade de ligacéo do anticorpo de interesse, eliminando assim, ligagoes
inespecificas.

804
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Figura 3: Porcentagem de células T CD4*IL-12* nas amostras de controle saudaveis versus pacientes com
cancer avancado. Representacdo do percentual de células T CD3*CD4*IL-12* em amostras de sangue periférico
de controles saudaveis (n=23) e pacientes com cancer avancado e/ou recidivado (n=35). Resultados representados
em mediana e min-max (linhas horizontais). Teste estatistico utilizado Mann-Whitney. *** p<0,0001.
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Figura 4: Perfil de células T CD4*IL-12*. Representacdo da identificacdo do perfil de linfocitos T CD3*CD4*IL-12* por
citometria de fluxo de um paciente com céncer e um controle saudavel. (A, D) Disposicao dos leucdcitos totais obtidos de
amostras de sangue periférico a serem analisadas, demonstrando no eixo das abscissas a granulosidade (SSC) e no eixo das
ordenadas o tamanho (FSC), de controle saudavel (A) e paciente com cancer (D). As populagfes a serem avaliadas estdo
indicadas pelas setas. (B, E) Dupla marcagdo para CD3* e CD4* de controle saudavel (B) e paciente com céncer (E),
demonstrada no quadrante superior direito. (C, F) Dupla marcagdo para CD4* e IL-12* de controle saudavel (C) e paciente com
cancer (F), demonstrada no quadrante superior direito. A populagdo de células delineadas pela area denominada de R2 e Q2
(“gate”), representa os fendtipos a serem considerados em nosso estudo.

5.2 Linfdcitos T CD3*CD4*IL-12* de pacientes com cancer avancado expressam RORyt

As células T CD3*CD4*IL-12" identificadas pela citometria de fluxo nos pacientes com
cancer foram separadas por sorting e submetidas a qPCR para p-actina (ACTB), utilizada como
controle enddgeno (“housekeeping ). Os controles enddgenos da expressdo génica sdo genes
constantes, habitualmente utilizados para corre¢do da expressdo génica. Além do gene B-actina,
as amostras ainda foram submetidas a gPCR para os fatores de transcricdo T-bet, GATA-3,
FoxP3 e RORyt.

Todas as amostras analisadas expressaram o controle endogeno [-actina e o fator de
transcricdo RORyt (ACt minimo 1,033, ACt maximo 9,928, mediana ACt 4,280). Apenas 3
amostras, das 35, expressaram o fator T-bet. Nenhuma amostra apresentou expressdo génica
para os fatores de transcricdo GATA-3 e FoxP3 (Figura 5). Os apéndices A, B e C mostram a
representacdo da expressdo génica para [B-actina, RORyt e T-bet, atraves das curvas de

amplificagéo e curva de dissociacao.
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Figura 5: Expressdo génica dos fatores de transcri¢ao T-bet, FOxP3, GATA-3 e RORyt. Representacdo grafica
dos niveis de expressdo génica dos fatores de transcri¢do T-bet, FoxP3, GATA-3 e RORyt nas amostras de linfécitos
T CD3*CD4*IL-12* separadas por sorting, oriundas de sangue periférico dos pacientes com cancer. Ct: Cycle
Threshold (Ciclo limiar ou de inicio); ACt = Ctgene alvo — Clgene controle endégeno-

5.3 Fatores séricos presentes no soro dos pacientes com cancer avangado sdo capazes de
induzir a diferenciacéo de linfécitos T CD3*CD4*I1L-12*

Para avaliar a existéncia de algum fator sérico capaz de induzir a diferenciacdo de
linfécitos T CD3"CD4*IL-12", realizamos ensaios in vitro com células de doadores saudaveis
e soro dos pacientes com cancer avangado participantes desse estudo. Assim, as culturas foram
subdivididas em controle negativo, aguelas ndo estimuladas, controle positivo, aquelas
estimuladas com soro de pacientes saudaveis e em grupo estimulado, estimuladas com soro dos
pacientes com cancer avancado. Posteriormente as células foram avaliadas por citometria de
fluxo para os marcadores CD3, CD4 e IL-12 (Figura 6).

Observamos aumento significativo da porcentagem de células T CD3"CD4"IL-12* no
grupo estimulado (média 2,448 *+ 2,060) em relacdo ao controle negativo (media 0,7283 *
0,6691) e ao controle positivo (média 0,5400 + 0,3406), em que p=0,0020. Estes resultados
sugerem a presenca de possiveis fatores séricos contidos no sangue dos pacientes com cancer
capazes de induzirem a diferenciacdo de linfécitos T CD3"CD4"IL-12*. Na analise da
intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores CD4 (p=0,3034) e I1L-12 (p=0,7056)

ndo foram encontradas alteragdes significativas, como pode ser observado nas figuras 6B e 6C.



42

A

= 5~ Py

-~

o

2

~ 24

"{

g 14

E

- °' L4

Controle - Controle Estimulado

Z B a C
o 26004 3000~
E E
< 2000 z
(2] 4 -
2 1 20004
Uiy A
2 1000- | F 0l 1 N =
) e -3 1000+
. 5004 =
2 £
;.’-5: c T § ° T T
= . = : -
- Controle - Controle +  Estimulado € Controle -  Conwole +  Estimulado

Figura 6: Coexpressdo de CD4 e IL-12 em culturas de amostras de sangue periférico de doadores saudaveis
ndo incubadas (controle negativo), incubadas com soro de controles saudaveis (controle positivo) e com soro
de pacientes com cancer avangado e ou/recidivado (estimulado), participantes desse estudo. (A)
representacdo da porcentagem de linfécitos T CD3*CD4*IL-12* nas amostras; **p=0,0020. (B) MFI de CD4 em
linfocitos T CD3*CD4*IL-12* nas amostras; p=0,3034. (C) MFI de IL-12 em linf6citos T CD3+CD4+IL-12* nas
amostras; p=0,7056. Resultados representados em média + desvio padrdo. Teste estatistico utilizado ANOVA de
medidas repetidas, com pos-teste Bonferroni. Controle -: Controle negativo, sem nenhuma estimulacdo; Controle
+: Controle positivo, com estimulacdo de soro de pacientes saudaveis; Estimulado: cultura estimulada com soro
de pacientes oncolégicos; MFI: Intensidade Média de Fluorescéncia.
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo foi possivel observar que a porcentagem de linfocitos T CD3" CD4 IL-
12" foi significativamente maior em pacientes com cancer avancado e/ou recidivado, quando
comparado aos individuos saudaveis.

Entretanto, ainda ndo foi possivel encontrar informac@es na literatura sobre a expressao
de IL-12 em linfocitos T CD4", seja em condigdes in vivo e in vitro, que vao de encontro aos
nossos dados.

As principais evidéncias que norteiam a IL-12 s&o que esta pode ser secretada por APCs,
como CDs e macrofagos, atuando na estimulacdo da diferenciacdo de linfécitos T CD4" no
perfil Thl, além de manter a estimulacdo em direcdo a esse fenotipo, inibindo o fenétipo Th2,
Nessa ativacdo, a IL-12 atua de forma indireta na producdo de IFN-y (citocina chave na
atividade antitumoral) (WESA, 2007).

Mas a IL-12 ndo atua somente sobre a diferenciacdo de T CD4" em Thl. Evidéncias
também tém pontuado a IL-12 como uma citocina necessaria para geracdo de um sinal de
diferenciacdo e potencializacdo da atividade de células T CD8* na atividade antitumoral
(WESA, 2007).

E ndo € de agora que pesquisadores descrevem a atuacao da IL-12 em mecanismos de
respostas antitumorais. Nesta linha, alguns trabalhos demonstraram a atividade antitumoral e
antimetastatica de IL-12 em modelos animais para melanoma, carcinoma de mama, carcinoma
renal, através do uso de células modificadas para a liberacao de IL-12 intratumoral (CAVALLO
et al.,, 1997; COLOMBO, 2002). Kerkar e colaboradores (2010) demonstraram ainda que
linfocitos T citotoxicos, previamente modificados para a producdo de IL-12 se mostraram
capazes de infiltrar nos tumores e reduzir o tamanho dos mesmos (KERKAR et al., 2010).

Na imunidade antitumoral, a IL-12 se mostra como importante mediador dos
mecanismos imunes. Trabalho de Rodrigues e colaboradores, em que pacientes com cancer
avangado foram submetidos ao tratamento imunoterapico com vacina de células dendriticas,
demonstrou um aumento dos niveis de IL-12 durante o tratamento (RODRIGUES et al., 2011).
A mesma situacdo pode ser observada em pacientes com NIC Il e NIC Il tratados com
interferon, em trabalho de Misson e colaboradores (MISSON et al., 2011).

Entretanto, apesar de parte das respostas imunes antitumorais serem mediadas por IL-
12, devido a sua capacidade de fazer uma “ponte” entre a imunidade inata e adaptativa, o seu

uso como imunoterapico é bastante restrito, por gerar significativa citotoxidade (JONES et al.,
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2012; LASEK; ZAGOZDZON; JAKOBISIAK, 2014). Por isso trabalhos buscam abordar
novos paradigmas com imunoterapias que envolvem o gene da IL-12 e vetores.

Um deles, por exemplo, utiliza o gene da IL-12 mediado por adenovirus oncolitico em
modelo de cancer de préstata, que inclui ensaios toxicoldgicos. Nesse trabalho, o potencial
bioldgico da IL-12, tanto em camundongos quanto em humanos se apresentou semelhante, em
que foi observado aumento da expressao de 1L-12, assim como de IFN-y, mediador primordial
da atividade antitumoral (FREYTAG; ZHANG; SIDDIQUI, 2015). Outro, sugere uma
abordagem com o uso de plasmideos para a construcao de 1L-12 ligada a membrana, também
como forma de reduzir a citotoxidade sisttémica gerada por essa citocina e potencializar as
respostas mediadas por células T CD8* (PAN et al., 2008).

Todavia, ndo ha evidéncias na literatura indicando a possibilidade de linfocitos T CD4*
produzir IL-12 de forma espontanea. Em outros resultados obtidos pelo IPON, observou-se que
linfocitos T CD4" de sangue periférico de pacientes com cancer produziam mRNA de IL-12
(verificado por RT-PCR), estando esta citocina presente no citoplasma das células (MICHELIN
etal., 2015).

Desta forma ndo seriam as T CD3*CD4*IL-12* um exemplo da plasticidade que as
celulas do sistema imune apresentam frente ao cancer, numa alternativa de manipular as
respostas antitumorais? Ou a IL-12 produzida por esta célula ndo teria uma funcéo diferente da
que conhecemos? E se por ventura a IL-12 e 1L-23, que possuem cadeias semelhantes, ndo
possuissem, talvez, mais membros que utilizam as mesmas cadeias e ainda ndo foram
identificados? Pois o compartilhamento de cadeias provavelmente apresenta um impacto dos
mecanismos das respostas imunoldgicas, que ainda ndo é conhecido. Nao seria um mecanismo
pleiotropico das citocinas frente aos diferentes impactos fisiologicos gerados pelo cancer?

Em trabalho anterior desenvolvido pelo grupo, observou-se que a presenca da IL-12
intracitoplasmatica, quando analisada por microscopia de fluorescéncia para CD3 FITC, CD4
APC e IL-12 PE, a IL-12 parecia estar associada ao nucleo, sugerindo que a mesma poderia ter
um efeito intracelular (MICHELIN et al., 2015).

Outra observacdo em nosso trabalho, é que as células positivas para CD4 e IL-12,
separadas por sorting, apds analise por citometria, ao serem verificadas quanto a expressdo dos
fatores de transcricdo, expressou apenas o fator RORyt, exceto em trés amostras que
expressaram ainda o fator T-bet.

Como mencionado, quando ativadas por APCs, as células T virgens sofrem expansao
clonal e diferenciacdo funcional em células efetoras capazes de secretar citocinas e direcionar

respostas distintas. O ambiente de citocinas durante a ativacdo/diferenciacédo de T virgens é que
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determinam a sua forma efetora, por meio de transdutores de transcri¢do especificos (DONG,
2006). Entdo, o que se observa é que a diferenciagdo funcional das células T ndo € regulada
apenas pelas citocinas do ambiente, mas também por uma rede de programas intrinsecos.

O fator RORyt esta relacionado ao desenvolvimento das linhagens de células T CD4*
denominadas de Th17. Logo, fatores e circunstancias que mostram levar a inducdo da expressao
de RORyt em linfécitos, articulam citocinas e redes de fatores de transcrigdo que delimitam uma
direcdo ao desenvolvimento desse fenotipo. Contudo, os mecanismos aos quais levam a essa
diferenciacéo e a essa expressdo ainda ndo sdo bem definidos (STEINMAN, 2007).

Dados descritos até 0 momento, mostram que a diferenciacdo de Th17 é iniciada por
TGF-B e IL-6 em camundongos, possivelmente através da regulacdo da remodelagdo da
cromatinada IL-17, reforcada pela IL-23 (YANG et al., 2007). Quando diferenciadas, as células
Th17 produzem IL-17, IL-17F e IL-22, os quais habitualmente regulam a resposta inflamatoria
(ZHENG et al., 2007).

Nessa vertente, diversos estudos vém demonstrando que fatores tanto positivos quanto
negativos séo capazes de regular a expressdo de RORyt: citocinas como IL-6, 1L-23, IL-21, IL-
12, IL-27 e TGF-B; outros fatores de transcri¢ao como STAT1, STAT2, STAT4, IRF4, C-Rel,
Runx1, USF, T-bet, Eomes, entre outros (YANG et al., 2007; BRUSTLE et al., 2007; ZHANG,;
MENG; STROBER, 2008; RATAJEWSKI et al., 2012).

Mesmo assim, ndo existem evidéncias do fator RORyt e das ja descritas Th17, que sdo
tipos celulares reconhecidos por expressar esse fator, em participar de processos de producéo
de IL-12. Pelo contrério: a IL-12 tende a regular de forma negativa a expressdo de RORyt. Por
isso, as células T CD4" virgens diferenciadas sob condicGes de polarizacéo para células Th17,
expressam baixos niveis de componente do receptor de 1L-12 (IL-12RpB2), apés a reestimulagéo
na presenca de IL-12 e auséncia de TGF-B (LEXBERG et al., 2008).

Mukasa e colaboradores demonstraram que células Th17, quando reestimuladas com
IL-12 apresentavam um declinio substancial na expressao de RORyt. E mais, quando estas
células eram provenientes de camundongos deficientes para os fatores STAT4 e Thx21 e eram
reestimuladas com IL-12, também apresentaram diminuigdo na expressdo de RORyt. Assim,
pontuaram que STAT4 e Thet desempenhavam um papel na supressdo deste fator em Th17,
quando induzida por IL-12 (MUKASAet al., 2010).

Apesar de RORyt ser descrito como o fator especifico para Th17, foi demonstrado que
a sua isoforma especifica se trata de um fator expresso em Thl7 regulado por STAT3
(IVANOQV et al., 2006). O trabalho de Yang e colaboradores demonstrou que células Th17

também expressam outro fator nuclear, 0 RORa, que é induzido por TGF-p e IL-6 de uma
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maneira dependente de STATS3, expresso seletivamente em Th17. A super expresséo de ROR«
promove a expressdo de IL-17 e IL-17F, mas ndo de IL-22 e sua deficiéncia prejudica
seletivamente a expressdo de IL-17, mas ndo de IL-17F. Assim eles demonstraram que parece
ser 0 RORa importante para a expressao de citocinas de células Thl7, o que ndo € apenas
determinado por reguladores mestres, mas também por outros fatores de transcrigéo especificos
de linhagens que sintetizam a expressdo génica especifica (YANG et al., 2008).

Uma homologia a esse mecanismo € o observado em Thl, em que hlx interage com T-
bet para gerar a resposta de Th1 (MULLEN et al., 2002). Logo, € pontuado que a geracao de
Th17 é controlada pelos fatores de transcricdo RORyt, RORa, AHR e IRF4 (IVANOV et al.,
2006; CIOFANI et al., 2012).

Entretanto, mesmo que varios trabalhos demonstrem a plasticidade das células T
auxiliares, e também no que tange especificamente as Th17 e seu fator de transcri¢cdo chave
RORyt, ndo ha dados que correlacionem estes com a sintese de I1L-12. Pelo contrario, os dados
demonstram que esta citocina inibe a atividade desde fator e a diferenciacdo deste fendtipo de
células. 1sso torna nossos resultados mais intrigantes. Vale ressaltar que o cancer altera
sistemicamente o hospedeiro, desencadeando mecanismos gque ainda ndo sao pontuados pela
literatura.

Quando analisamos as células Th17 especificamente no contexto da imunidade tumoral,
estas possuem um papel de natureza controversa, pois elas podem promover ou suprimir o
crescimento tumoral dependendo da malignidade e do ambiente que o tumor proporciona ao
hospedeiro. Os trabalhos caracterizam estas células com uma atividade dinamica na modulagédo
da inflamacdo e do cancer, estabelecendo relagdes questionaveis entre a inflamacéo e o cancer,
em que a inflamagdo interage no tecido tumoral regulando as células imunes, ora dissipando a
imunidade antitumoral e contribuindo para a sobrevivéncia das células tumorais (intensificando
o0 crescimento tumoral e as metastases), ora iniciando, aumentando e mantendo a imunidade
antitumoral (revisado por BAILEY et al., 2014).

Ainda quanto a plasticidade das células Th17, Lee e colaboradores demonstraram que
estas podem se converter em células Thl, ganhando assim a capacidade de secretar IFN-y e
perdendo a capacidade de secretar IL-17 (LEE et al., 2009). Afinal, quando se considera essa
plasticidade, discriminar e determinar sua funcdo no hospedeiro portador de cancer se torna
algo mais complexo, considerando ainda mais a instabilidade e plasticidade dos mecanismos
imunes e citocinas observadas nesse tipo de paciente.

Quando Th17 sdo convertidas em Th1l, é possivel distinguir essas células? A distingdo

das células Th17 e as células Th17 convertidas em Thl é realizada pelo marcador CD161.
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Assim, juntamente com 0 CD161, os precursores Th17 expressam IL-23R. Quando expostos a
IL-1B e IL-23, os precursores diferenciam-se em células Th17 maduras com capacidade de
produzir IL-17A. Mas quando estas células Th17 encontram-se com IL-12, convertem-se em
um fenotipo Th17/Th1l que coexpressam RORyt, T-bet, CXCR3, CCR6, CD161 e IL-23R. A
presenca continua de IL-12 (ou sinais comparaveis) converte as Th17/Thl em um fenétipo Thl
(semelhante a Thl). Entretanto esse mecanismo ainda ndo estd descrito em sua totalidade
(COSMl et al., 2008; LEE et al., 2009; WANG et al., 2014).

Logo, estas células “ex-Th17” sdo denominadas de Thl ndo classicas e expressam
CD161. Em contrapartida, as Thl classicas ndo se originam de precursores de Th1l7 e ndo
expressam CD161. Ainda em relagdo a essas células é descrito que os fatores de transcrigdo
Runx 1 e 3, associados ao T-bet sdo talvez cruciais para a geragdo de IFN-y oriundo de Th17
(COSMI et al., 2008; WANG et al., 2014). Em nosso estudo observamos que apenas 3 das 35
amostras T CD3"CD47IL-12" coexpressavam RORyt e T-bet, 0 que ndo nos permite ainda
associar nossos dados com estas informagoes.

Além do mais, quando estimulamos culturas de leucdcitos totais de doadores saudaveis
com o soro dos pacientes oncologicos, foi notoria a diferenciacdo destas no fendtipo de nosso
estudo. O mesmo ndo era verificado com as culturas de pacientes saudaveis que eram
estimuladas com soro de controles saudaveis. Esses dados indicam a presenca de algum fator
sérico no soro dos pacientes oncoldgicos capazes de propiciar a diferenciagdo do fenétipo T
CD3*CD4*IL-12" in vitro. Fator que necessita de maiores analises na tentativa de sua
identificacéo.

Trabalho de Kuka e colaboradores demonstrou que células TCRaB* de bago de
camundongos e de sangue periférico humano (expressando CD11c e MHC II) expressavam IL-
12 quando estimuladas com ativadores policlonais (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).
Assim como em nosso estudo essas células também passaram a expressar 1L-12. Entretanto,
vale considerar que nossas culturas foram realizadas com leucdcitos totais e ndo apenas
linfdcitos, o que pode indicar que algum outro mecanismo possa ter propiciado a geragdo desse
fenotipo.

Estas constatacdes nos levam a questionar se nossos dados demonstram uma forma que
0 sistema imune busca de se adaptar para reduzir a atividade tumoral. Entretanto mais estudos
sobre a sintese de IL-12 por células T CD4" sdo necessarios, para tracar 0s meios que estas
expressam essa citocina, quais as vias de sinalizagdo que induzem a esta producéo e se esta

condicdo esta presente apenas no cancer. S80 necessarias mais analises em amostras de seres
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humanos e também em animais, pacientes com cancer em varios estadiamentos e diferentes
tipos de céncer.

Outra questao que devemos considerar € a possibilidade da partilha da subunidade p40
entre a IL-12 e a 1L-23. A IL-12 e IL-23 sdo citocinas pertencentes a mesma familia, que
incluem ainda a IL-27 e IL-35. Tratam-se de citocinas heterodiméricas, que ao contrario das
citocinas tipicas, sdo secretadas isoladamente (OPPMANN et al., 2000; VIGNALI,
KUCHROO, 2011).

Consistem em uma cadeia a p19, p28 ou p35, com estrutura em feixe de 4 hélices ¢ uma
cadeia 3 p40 ou Ebi3, que partilham homologia com cadeias de receptores de citocinas soluveis
como IL-6Ra. Desta forma, a cadeia p40 se emparelha com p35 ou p19 para formar IL-12 ou
IL-23, respectivamente, ao passo que Ebi3 pode se emparelhar com p28 ou p35 para formar IL-
27 ou IL-35, respectivamente. Assim, em esséncia, a IL-12 e a IL-23 representam citocinas
constitutivamente associadas a uma subunidade de receptor soltvel, que sdo segregadas como
complexos binarios (OPPMANN et al., 2000; KASTELEIN; HUNTER; CUA, 2007; JONES;
VIGNALLI, 2011).

Lupardur e Garcia (2008) demonstraram em analise comparativa dos complexos que
formam a IL-12 e a IL-23, que eles possuem semelhancas na rede de interagdes na constituicéo
da arginina central. Mesmo assim eles propuseram que apesar de pl9 e p35 possuirem
determinada homologia, representada através de uma sequéncia limitada, elas mantinham
direcionamentos de respostas imunes distintos (LUPARDUR; GARCIA, 2008).

Porém, ainda sdo varios 0s questionamentos a cerca desse assunto. Por isso, a
continuacdo das analises se fazem necessarias. Analises estas que devem abranger outros
processos patoldgicos, para propiciar melhor compreensdo da funcéo da IL-12 em linfécitos T
auxiliares e determinar em que condic@es a IL-12 ¢é produzida por linfécitos T CD4", além de
compreender se ela é realmente secretada por essas células, ou possui alguma outra funcéo

ainda ndo descrita.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que ha quantidade significativamente maior de linfécitos T
CD3*CD4*IL-12" no sangue periférico de pacientes com cancer avancado e/ou recidivado, e
que estas celulas expressam o fator de transcricdo RORyt. Algumas amostras ainda
coexpressaram o fator T-bet. Além disso, demonstramos que ha possiveis fatores no soro dos
pacientes oncoldgicos capazes de induzir a diferenciacdo de células T CD3"CD4"IL-12".

Entretanto, sdo necessarias novas investigacées em outros processos patolégicos, como
em doencas agudas e crbnicas para determinar as reais condi¢ées em que a IL-12 é produzida,
compreender a sua funcédo ao ser produzida por linfécitos T CD4" e identificar quais seriam 0s

possiveis fatores séricos capazes de modular a plasticidade desse fenotipo celular.
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APENDICE A
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Representacdo da expressdo génica do controle endogeno PB-actina (ACTB) nas amostras
obtidas por sorting dos pacientes oncoldgicos. (A) Representacdo da curva de amplificacdo da
[B-actina. (B) Representagao da curva de dissociacdo da 3-actina. ARn: fluorescéncia; Derivate:
derivativa; Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: numero de ciclos.
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APENDICE B
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Representacdo da expressdo génica do fator de transcricdo RORyt nas amostras obtidas por
sorting dos pacientes oncologicos. (A) Representacdo da curva de amplificacdo de RORyt. (B)
Representacdo da curva de dissociagcdo de RORyt. ARn: fluorescéncia; Derivate: derivativa;
Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: nimero de ciclos.
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APENDICE C

Cpom g @y (T

Representacdo da expressdo génica do fator de transcricdo T-bet nas amostras obtidas por
sorting dos pacientes oncoldgicos. (A) Representacdo da curva de amplificagdo de T-bet. (B)
Representacdo da curva de dissociacdo de T-bet. ARn: fluorescéncia; Derivate: derivativa;
Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: nimero de ciclos.
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ANEXO 1 - Termo de esclarecimento

TERMO DE ESCLARECIMENTO

e Estd sendo convidado a participar do projeto “IMUNOTERAPIA COM CELULAS
DENDRITICAS NO TRATAMENTO DE NEOPLASIA”. Os avangos na area da sadide ocorrem
através de estudos como este, por isso a sua participagdo é importante. O objetivo deste estudo é:

e Estudar possiveis alteracdes imunoldgicas e patolégicas dos tumores.

e Avaliar o tratamento imunoterapico. Sintomas como dor muscular e aumento de temperatura podem
ocorrer. Estas alteragdes podem ser tratadas e os pesquisadores orientardo sobre a medicacéo.

e E caso vocé participe, serd necessario coletar material para o estudo que estamos propondo, e que
normalmente ja é coletado para 0s seus exames de rotina, e que ndo Ihe trazem nenhum desconforto

ou risco de vida.

Vocé podera ter todas as informacBes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou retirar seu
consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo,
vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias
para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer

momento do estudo, pois vocé sera identificado com um namero.

Telefone de contato dos pesquisadores: 3318.5326 (GO), 3318.5595 (IPON)
Em caso de davida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO.

Eu, )

li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que

serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e que isso
ndo afetarda meu tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo

receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, ............. [ o, Lo

Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel
Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta.

Telefone de contato dos pesquisadores: 3318.5326

Em caso de davida em relagfo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



ANEXO 2 - Copia aceite do Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (683-2006/CEP)

UM - 5510 ADE FEDE AL 00 TR - OULO HIEIRO
da Glnocologia o Ob=tatricia
Ingtitco de Pesqyisa e Oncologie - IPON
Av. Getdlio Guarits, sin - Bairro Abadia- 38.025-440
Unerrta - MO
Tel 55 34 1318 5595
ipon@» - juftmedu.br

Mem 09/08/IPON/UFTM
Uberaba, 10 de Junho de 2008

Ao Sr. Jofio Batista Ribeiro
Coordenador do CEP-UFTM

Prezado Coordenador,
thopormciodedewliciqumPamqusMado(PuowQB
de 10/03/2006), que trata de Imunoterapia com Células Dendriticas, sejam
incluidos grupos de pacientes com neoplasias em outros rgdos, além do colo
uwim.Apmwudmbjtsﬁﬁc&sepclowodequeaterapiacm
podeseraplicadanouammaﬁodnmwhsinmmhm&g&osponemdn
memammdologiaedoememosmgemadewitosanmﬁomeme,
constituindo-se em um avango para pacientes cujas terapias convencionais ndo
sSio possiveis de serem realizadas, ou que nfio apresentaram resultados
clinicos.
Atenciosamente, ‘\.1_"' :
0 o 4
Prof. Dr. Eddie F Céndido Murta ) : _‘&.L
Prof. Titular - Disciplina de Ginecologia e Obstetricia ﬂ Ay

Instituto de Pesquisa em Oncologia ~ [PON
Coordenador do Projeto
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ANEXO 3 - Caracteriza¢do da amostra

Caracterizagdo da amostra

Amostra Sujeito Sitio primério Fase no momento da coleta* Idade
P8 CFSS Vulva Avancado 66
P9 VMCL Endométrio Recidiva metastatica 67
P10 ERS Colo uterino Avancado 49
P11 MTH Mama Avancado 71
P12 SFLL Endométrio Recidiva metastatica 79
P13 MAB Ovario Avancgado 57
P14 JDMR Mama Avancado 54
P15 ACN Endométrio Avancado 38
P16 MJCP Colo uterino Avancgado 39
P17 MRS Colo uterino Recidiva metastatica 50
P18 TBFM Endométrio Avancado 53
P19 MCA Ovario Recidiva metastatica 62
P20 AAM Mama Avancado 30
P21 MMS Mama Avancado 57
P23 NLSB Mama Avancado 44
P24 MAO Mama Avancado 66
P25 MID Ovario Recidiva metastatica 62
P26 AJFC Colo uterino Recidiva metastatica 53
P27 OTS Colo uterino Recidiva local 58
P28 MJLS Ovério Recidiva metastatica 60
P29 HMP Mama Recidiva metastatica 55
P30 RS Mama Recidiva local 0
P31 AT Colo uterino Avancado 26
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P32 IAG Ovario Avancado 50

P33 HAF Colo uterino Recidiva metastatica 71
P34 MFB Mama Recidiva local 77
P35 MALS Colo uterino Recidiva local 83
P36 DOA Endométrio Recidiva local 71
P37 RBMP Mama Recidiva metastatica 41
P38 RTM Colo uterino Avancado 47
P39 TAR Endométrio Recidiva metastatica 52
P41 SFS Vulva Recidiva metastatica 83
P42 ZPC Vulva Avancado 72
P43 MCS Mama Recidiva local 0
P46 MJD Mama Recidiva local 72

*Todos os pacientes participantes desse estudo tinham diagndstico de cancer avangado, ou seja, estadiamentos avancados. Entdo o termo avancado foi
utilizado para as pacientes com diagnostico inicial com estadiamento avangado no momento da coleta; o termo recidiva metastatica foi utilizado para
pacientes com tinham prévio diagndstico de cancer e que apresentaram recidiva com metastase no momento da coleta; e o termo recidiva local para as
pacientes com prévio diagnostico de cancer e que apresentaram recidiva local.




ANEXO 4 — Dados controles

Amostra Sujeito ldade

C1 PBS 29
C2 JFV 25
C3 NR 23
C4 CEMJ 49
C5 MPJ 38
C6 MAM 48
C7 ATCS 33
C8 LMOB 31
C9 MR 37
C10 DFF 52
C11 LFF 70
C12 VFFV 49
C13 JOL 33
Cl14 LMP 24
C15 ERB 50
C16 AMSA 33
C17 ECS 48
C18 AMML 28
C19 CGC 30
C20 EBO 65
C21 CAD 60
C22 DHGC 51
C23 MASA 51
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