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RESUMO
O infiltrado inflamatorio tem uma importante participacdo na reposta imune contra
diversas doencas, entre elas o cancer. Diante disso, o trabalho tem como objetivo, avaliar
o infiltrado inflamatério de camundongos induzidos ao tumor de mama, tratados com a
vacina de Células Dendriticas, atividade fisica e terapia combinada (atividade fisica +
vacina de células dendriticas). Para realizacdo do estudo, foram utilizados 70
camundongos BALB/c, sendo 60 fémeas e 10 de ambos 0s géneros para extracdo de
medula e confecgdo da vacina de Células Dendriticas, as fémeas foram divididas em 4
grupos com n=15: grupo tumor sem tratamento(T), grupo tumor submetido a pratica de
atividade fisica(TAF), grupo tumor tratado com vacina de células dendriticas(TDC) e
grupo tumor atividade fisica mais vacinacao com células dendriticas(TTC) .O tumor dos
animais foi extraido p6s eutanasia para avaliagdo por imunofluorescéncia dos seguintes
marcadores: linfocitos T auxiliares e citotoxicos(CD4 e CD8), MHC II( 1A), moléculas
co-estimulatorias (CD80, CD86 e CD152) e moléculas de adeséo (CD54 e CD102). Como
resultados verificamos um volume tumoral final menor estatisticamente significante dos
grupos tratados quando comparados aos animais do grupo tumor sem tratamento, tendo
apresentado valor de p<0.0030 para o grupo TAF, p<0,0023 para TDC e p<0,0182 para
TC. Na avaliacdo dos marcadores de superficie verificou-se diferencas significativas na
expressao de MHC Il no grupo tumor DC comparado ao grupo T com p<0,0255.
Verificamos alteracbes na expressdo de CTLA-4, verificando uma diminuicéo
estatisticamente significativa quando comparamos o grupo TDC com os grupos TAF e
TTC, apresentando p<0,0178. Em relacdo as moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2,
observamos um aumento significativo para ICAM-1 em todos 0s grupos submetidos a
algum tipo de imunoterapia verificando-se p<0,0001. A molécula de adesdao ICAM-2
demonstrou um aumento significativo na sua expressdo nos grupos que sofreram
intervencdo imunoterdpica. Concluimos que os diferentes tipos de imunoterapia foram
capazes de modular a resposta imune antitumoral, causando assim modificacdes no

infiltrado que levaram a uma menor progressdo tumoral.

Palavras Chaves: Neoplasias mamarias; Imunoterapia; Células dendriticas;
Exercicio; Antigenos de superficie.



ABSTRACT

The inflammatory infiltrate has an important participation in the immune response against
several diseases, among them cancer. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the inflammatory infiltrate of mice induced to the breast tumor, treated with the
Dendritic Cell vaccine, physical activity and combined therapy (physical activity +
dendritic cell vaccine). For the study, 70 BALB / ¢ mice were used, 60 females and 10 of
both genera for spinal cord extraction and Dendritic cell vaccine preparation, females
were divided into 4 groups with n = 15: untreated tumor group (TTC), tumor group
undergoing physical activity (TAF), tumor group treated with dendritic cell vaccine
(TDC) and tumor group physical activity plus dendritic cell vaccination (TTC). Tumor of
the animals was extracted post euthanasia for (CD4 and CD8), MHC II (I1A),
costimulatory molecules (CD80, CD86 and CD152) and adhesion molecules (CD54 and
CD102) were evaluated by immunofluorescence evaluation of the following markers:
helper and cytotoxic T lymphocytes. As results we found a final lower tumor volume
statistically significant of the treated groups when compared to the animals of the
untreated tumor group, presenting p <0.0030 for the TAF group, p <0.0023 for TDC and
p <0.0182 for CT. In the evaluation of the surface markers there were significant
differences in MHC Il expression in the DC tumor group compared to the T group with
p <0.0255. We verified changes in CTLA-4 expression, showing a statistically significant
decrease when comparing the BDC group with the TAF and TTC groups, presenting p
<0.0178. In relation to the ICAM-1 and ICAM-2 adhesion molecules, we observed a
significant increase for ICAM-1 in all groups submitted to some type of immunotherapy,
with p <0.0001. The ICAM-2 adhesion molecule demonstrated a significant increase in
its expression in the groups that underwent immunotherapeutic intervention. We conclude
that the different types of immunotherapy were able to modulate the antitumor immune

response causing modifications in the infiltrate that led to a lesser tumor progression.

Keywords: Breast neoplasms; Immunotherapy; Dendritic cells; Exercise; Surface

antigens.
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1-INTRODUCAO

1.1-Epidemiologia e 0 Cancer de Mama

O céncer de mama se mostra como um dos tipos que apresentam maior
complexidade e maior incidéncia nas mulheres brasileiras. A epidemiologia confirma
essa incidéncia visto que somente no Brasil, em 2016, eram esperados 57.960 casos novos
de cancer de mama, com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os numeros dos tumores de pele que sdo do tipo ndo melanoma, o tumor de
mama se mostra o tipo mais frequente e que mais acomete mulheres em quase todas as
regides brasileiras exceto na regido norte, onde é considerado o segundo mais frequente.
(INCA,2016).

Essa alta complexidade se explica devido a existéncia de diferentes fatores de
risco que estdo relacionados com o desenvolvimento da doenca, dentre eles: idade
avancada, caracteristicas reprodutivas, historia familiar e pessoal, habitos de vida e
influéncias ambientais e fatores de risco genéticos. As caracteristicas reprodutivas de
risco se dao porque a doenca é estrogénio-dependente, e compreende a menarca precoce,
a menopausa tardia, a primeira gestacdo apds os 30 anos e a esterilidade feminina
(ARAUJO DA SILVA I; DA; RIUL, 2011). Além desses fatores relacionados a biologia
da mulher, existem outros que estdo relacionados ao habito de vida, genético hereditarios
e ao envelhecimento (CHAIMOWICZ, 2011). A acdo desses diferentes fatores sdo
capazes de induzir a formacdo de células neoplasicas (neoplasias), através de
transformacdes que prejudicam a integridade funcional do ciclo celular, causando
alteracbes moleculares e fenotipicas (KARINA et al., 2008; LOEB; HARRIS, 2009) .
Essas neoplasias podem ser classificadas quanto a malignidade em maligna e benigna,
quando classificadas como malignas, vém sendo consideradas como um grande problema
cronico de extrema importancia para a saude publica devido a diversos aspectos como
prevaléncia, incidéncia alta e mortalidade, fazendo com que a area da oncologia se torne

uma das mais promissoras no presente e no futuro (HERR, 2013).

Em virtude do exposto, o papel dos dados epidemioldgicos sdo de extrema
importancia para a decisdo sobre os diferentes tipos de tratamento do céancer, através
desses dados € possivel obter informacdes utilizadas para a tomada de decisbes sobre o
tratamento. Visto que a maior parte dos tipos de canceres exigem multiplas etapas para

seu desenvolvimento, etapas essas que podem ocorrer ao longo de muitos anos, podendo
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assim ser evitados pela eliminacdo da exposi¢édo a fatores considerados determinantes.
Dessa forma, se detectar o potencial de malignidade antes das células se tornarem
malignas, ou seja, na fase inicial da doenga, se tem uma condigdo favoravel ao tratamento

e consequentemente a cura (INCA,2016).
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1.2-Modelo experimental em camundongos utilizando linhagem celular 4T1

Nos Ultimos anos 0 modelo em pesquisa animal vem sendo amplamente utilizado,
e é visto na literatura que o uso de ratos e camundongos sdo grandes, nos estudos que se
referem aos mecanismos envolvidos na carcinogénese do tumor mamario e na verificacdo
da efetividade de atividades preventivas, utilizacdo de farmacos e formas alternativas de
imunoterapia. Algumas caracteristicas encontradas em estudos anteriores reforgcam a
utilizacdo desses animais como um modelo valido na pesquisa oncoldgica: a glandula
mamaria e a carcinogénese desenvolvida nela, pois existem muitas semelhancas entre as
glandulas mamarias animais e os carcinomas formados nelas, com o que ocorre em
humanos tanto no campo histolégico quanto no campo do desenvolvimento tumoral
(RUSSO et al.,1990).

A utilizacdo da linhagem celular tumoral 4T1, que se trata de uma linhagem de
celulas de tumor transplantivel, altamente tumorigénicas e invasivas, originalmente
isoladas da subpopulacédo 410.4, derivada de metastase espontanea de tumor mamario em
camundongos BALB/c (DEXTER et al., 1978; HEPPNER et al., 1978). Apresenta
resisténcia a 6-tioguanina, esse tipo de tumor, ao contrario da maior parte dos modelos de
tumor, pode, espontaneamente, originar metastase do tumor priméario na glandula
mamaria, invadindo multiplos locais distantes, incluindo nodulos linfaticos, sangue,
figado, pulméo, cérebro e osso. (HEPPNER et al., 2000). Essa resisténcia a 6-tioguanina
também ajuda na quantificacdo exata de células metastaticas, mesmo quando elas sdo
encontradas em niveis sub-microscdpicas em o6rgaos distantes (PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG,2001).

A linhagem 4T1 apresenta um crescimento progressivo do tumor e mesmo apos a
retirada do tumor primario, ocorre uma doenca letal uniforme (MORECKI;
YACOVLEV; SLAVIN, 1998; PULASKI et al., 2000). O tumor 4T1 tem varias
caracteristicas que o tornam um modelo animal experimental adequado para o cancer de
mama humano. Suas células tumorais sdo facilmente transplantadas para a glandula
mamaria, de modo que o tumor primario cresce no local anatomicamente correto. Em
segundo lugar, tal como no cancer de mama humano, a metastase da linhagem 4T1
desenvolve-se espontaneamente a partir do tumor priméario. Além disso, a difuséo

progressiva de metastases para os nodulos linfaticos de drenagem e de outros 6rgéos é
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muito semelhante ao do cancer de mama humano (PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG,2001).

Essas células sdo muito utilizadas em estudos para avaliar o efeito de terapias
antitumorais, farmacos (drogas antitumorais) e demais recursos terapéuticos contra o
tumor de mama, uma vez que permitem a identificacdo e a avaliacdo de eventos celulares
e moleculares existentes na interacdo célula-farmaco ou célula-célula no caso de
imunoterapias celulares, o que é da maior relevancia clinica para humanos (PULASKI,
OSTRAND-ROSENBERG,2001).
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1.3-Resposta imune a tumores e perfis de resposta imune

O sistema imune consiste de duas linhas de defesa atuando de forma
coordenada e integrada: a imunidade inata e a imunidade adaptativa. A resposta imune
inata se caracteriza como a primeira linha de defesa e consiste de varios mecanismos
celulares e humorais formados antes mesmo do nascimento. Apesar de possuir acdo
inespecifica, € capaz de atuar diretamente contra agentes infecciosos e é importante por
induzir a segunda linha de defesa do organismo humano, a resposta imune adaptativa,
também composta por mecanismos celulares e humorais, porém, de forma especifica para
cada tipo de antigeno, uma vez que a partir do seu desencadeamento se forma a memaria
imunoldgica, ou seja, ocorre a formacao de células de memoria produtoras de anticorpos
especificos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Essa resposta imune esta relacionada

também ao combate ao tumor.

O inicio dos estudos relacionados a resposta imune a tumores tem referéncias no
final século X1X e inicio do século XX, a pesquisadora Macfarlane Burnet afirmava que
uma das funcdes do sistema imunoldgico era o de reconhecer e destruir clones de células
transformadas antes que essas se transformassem em tumores. Assim, o sistema imune
apresentaria extrema importancia no controle do crescimento tumoral por possuir
inimeros mecanismos e componentes na tentativa de uma defesa eficaz contra estas
células multadas. A participacdo do sistema imune contra inimeros tipos de tumores,
ainda hoje, continua sendo um importante foco de pesquisas dos imunologistas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Grandes avangos ocorreram quando se chegou ao conceito conhecido como vigilancia
tumoral (“immunosurveillance”), consolidado em meados do século passado, que defende
que o sistema imune é capaz de reconhecer e eliminar tumores em desenvolvimento,
podendo assim evitar o surgimento de tumores clinicamente aparentes, mesmo na
auséncia de intervencéo terapéutica (FUDEMBERG et al., 1980). Inimeras pesquisas em
animais evidenciaram que a producéo de Interferon gama (IFN-y) pelo sistema imune os
protegia quanto ao desenvolvimento de tumores espontaneos ou induzidos. De forma
contréria, a administragdo de antigenos especificos que causavam reducdo da produgéo
endogena de IFN-y provocava uma aceleragdo no crescimento ¢ no desenvolvimento de
tumores do tipo fibrossarcomas transplantados (CHAMMAS, 2010; SCHAROVSKY et
al., 2006; SHANKARAN et al., 2001) . No sistema imune, as células mais importantes
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na vigilancia tumoral s&o os linfocitos T, que fazem parte da resposta imune adaptativa.
Quando ocorre reconhecimento de um antigeno em uma célula tumoral através do
receptor de células T (TCR), séo ativadas celulas T CD8, que podem matar o tumor
(IGNEY; KRAMMER, 2002) .

A resposta antitumoral ocorre, na maior parte das vezes, em consequéncia da
expressdo de componentes de superficie nas células malignas que ddo origem as
estruturas antigénicas. Podemos evidenciar a presenga e participacdo desses antigenos em
estudos com camundongos, onde células tumorais foram injetadas via subcutanea em
camundongos singénicos (MHC compativel) e formaram nddulos que cresceram por
alguns dias e, depois, regrediram. Ap6s a injecdo de células tumorais idénticas em
camundongos, elas ndo produziram nem nodulos nem cresceram. Os camundongos que
rejeitavam o tumor geraram uma resposta imunoldgica para ele. Foi demonstrado que
antigenos de transplante especificos de tumor (TSTAS), conhecidos como antigenos
tumorais, estdo presentes em muitos tumores em diferentes espécies animais (COICO;
SUNSHINE,2010).

Ainda falando sobre a resposta antitumoral, devemos diferenciar o desempenho
de cada tipo de resposta dos subconjuntos de células TCD4+, T auxiliar ou T helper (Th)
que diferem nas citocinas que produzem, e em suas func@es efetoras. Estes sdo atualmente
constituidos de: Thl, Th2, Th3 (atualmente T regulatério - Treg ou supressor) e Thl7
(ZHU; PAUL, 2009) .

Desta forma, a resposta de padrdo Thl pode mediar respostas imunes contra
patégenos intracelulares (COFFMAN, 1989);PAUL; SEDER, 1994). Nos seres humanos,
desempenha um papel particularmente importante na resisténcia a infec¢bes por
micobactérias e parasitas. As células Thl sdo também responsaveis pela inducdo de
algumas doencas autoimunes. As principais citocinas produzidas sdo: IFN-y, IL-2 e TNF-
a (ZHU; PAUL, 2009).

Ja a resposta de padrdo Th2 realiza a defesa contra parasitas extracelulares,
incluindo helmintos(COFFMAN, 1989; PAUL; SEDER, 1994; ZHU; PAUL, 2009;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Além disso, estas células sdo importantes na
inducdo e na persisténcia da asma e de outras doencas alérgicas. As células de padréo Th2
secretam as seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-25, sendo que a IL-4
e IL-5 s&o as citocinas que definem o perfil de células Th2(ZHU; PAUL, 2009; IGNEY;
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KRAMMER, 2002; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). E pertinente ressaltar que a
via de ativacdo das células T CD4 ocorre via MHC de classe Il e a via de ativacdo das
células T CD8 ocorre pelo MHC de classe I.

O terceiro perfil presente na resposta imune antitumoral é o perfil Treg (células T
reguladoras). Sdo células que constituem 5 a 10% do total populacional de células T
CD4+ em camundongos e em seres humanos e, estdo principalmente envolvidas na
repressdo de doengas autoimunes (AKBAR et al., 2003; WANG et al., 2004, 2006; WEI,
MORRIS; KONG, 2004; YAMAGUCHI; SAKAGUCHI, 2006; ZHU; PAUL, 2009).
Estas sdo caracterizadas pela expressao da proteina transmembrana CD25 que € a cadeia
do receptor da IL-2; do CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) e do FOXP3
(forkhead transcription factor). A funcionalidade das células do perfil Treg vem
incorporado uma viséo inovadora na explicacdo de algumas enfermidades imunoldgicas,
passando, assim, a questionar o paradigma de diferenciacdo de perfis de resposta imune
Th1/Th2 e, como consequéncia, sua avaliacdo € considerada muito promissora como
opcao terapéutica (DAMOISEAUX, 2006). Porém, células neoplésicas procuram formas
de escape do sistema imune e, uma das formas adotadas, seria, entéo, desviar a resposta
imune do perfil Thl - IFN-y e TNF-a (bom prognoéstico, resposta antitumoral) para
resposta Th2 - IL-4 e IL-6 (na qual ocorre um pior progndstico). O padrdo Thl funciona
pelo estimulo da imunidade celular ativando macrofagos e células dendriticas e, também,
recrutando células TCD8+ citotoxicas e células NK. Por outro lado, a resposta imune com
padrdo Th2 inibe a imunidade mediada por células e favorece a resposta imune humoral
(GIUNTOLI et al., 2009).
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1.4-Atividade fisica e sistema imune

A elevacdo na incidéncia de doencas cardiovasculares, de diabetes tipo 2, de
obesidade, de desordens musculoesqueléticas, de certos tipos de canceres e de algumas
desordens neurologicas vem ocorrendo principalmente nas Gltimas décadas, com o
processo de urbanizacdo e mudancas no habito de vida da populacdo mundial. O ganho
de novos habitos menos saudaveis e mais sedentarios tornam a populacéo cada vez menos
ativa fisicamente, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento.
Por isso, a qualidade e a expectativa de vida dessas populacBes diminuem
gradativamente(HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008) .

A prética de atividade fisica, tanto agudamente quanto em sua cronicidade, causa
mudangas em diversos componentes do sistema imune. Atividade fisica moderada faz
com que ocorra um estimulo em parametros relacionados a imunidade celular e, assim,
causa diminuicdo no risco de infeccdo. A pratica de atividade fisica em alta intensidade,
por sua vez, ira causar um decréscimo destes mesmos parametros, aumentando, assim, o
risco de doengas infecciosas (LEANDRO et al., 2007; PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ, 2000). Ocorre uma concordancia em estudos anteriores que a atividade aerdbica
de alta intensidade desencadeia uma resposta pro-inflamatéria, enquanto que a atividade
fisica de leve a moderada associados a periodos de duracdo médios ou longos gera uma
resposta anti-inflamatéria (MOLDOVEANU; SHEPHARD; SHEK, 2001; PETERSEN;
PEDERSEN, 2005; ZIEKER et al., 2005) .

A realizacdo de atividade fisica intensa causa no sistema imune do individuo
neutrofilia, linfopenia e mondcitos (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000). Além
disso, a alta intensidade da atividade fisica pode induzir a inibicdo de varios aspectos do
sistema de defesa do organismo, dentre elas a atividade das células NK, a resposta
proliferativa dos linfécitos e a producéo de anticorpos pelos plasmdcitos (PEDERSEN;
HOFFMAN-GOETZ, 2000; PEDERSEN et al., 1988; PERES; OTTON; CURI, 2005).
Com estas alteracdes, ocorre um comprometimento da defesa do organismo contra
agentes infecciosos e oncogénicos, como também em processos alérgicos e
autoimunidade (ATANACKOVIC et al., 2004; LUCAS DA NOBREGA, 2005). Esses
estudos d&@o suporte para apoiar que ocorre uma imunossupressdo induzida pelo estresse
(nesse caso fisico), pois visto que linfocitos e macréfagos atuam diretamente contra a
carcinogénese e também a autoimunidade. Porém, observamos um efeito contrario

quando trabalhamos com uma carga moderada de exercicios fisicos. Desta forma,
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segundo Woods e colaboradores (2000), ha um aumento da funcdo fagocitica de
macréfagos de camundongos ap6s 12 semanas de natacdo, sendo este treinamento de
intensidade moderada. Além disso, Pedersen e colaboradores (1993), observaram uma
menor incidéncia de infeccdes gracas ao aumento da funcdo imunoldgica de ciclistas
avaliados durante treinamento moderado e constante durante 4 anos. Assim sendo, a
atividade fisica moderada vem sendo considerada ideal de acordo com diversos estudos,
por possuir a capacidade de estar vinculada ao aumento da funcéo de leucocitos, além de
auxiliar a quimiotaxia, a degranulacgéo, a fagocitose e a atividade oxidativa dos neutréfilos
em periodos logo apos o exercicio fisico (BACURAU et al., 2000; GLEESON; PYNE,
2000; NIEMAN, 2000).
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1.5-Atividade Fisica e resposta antitumoral

O numero de estudos que inferem que a atividade fisica esta relacionada com uma
resposta imune antitumoral ainda é pequeno. O que podemos afirmar e que se sabe bem
que o sistema imune esté relacionado com a regulacéo da suscetibilidade ao cancer. Como
abordado anteriormente, e que a atividade fisica é capaz de estimular positivamente o
sistema imune, assim sendo, é coerente afirmar que, possivelmente, a atividade fisica
tenha a funcdo de reduzir o risco de cancer e regular positivamente a resposta imune

antitumoral.

Estudos nos quais mulheres com estagio inicial de cancer de mama foram
submetidas a atividade fisica aer6bica moderada antes e apds tratamento do céancer
evidenciaram melhorias na capacidade aerobica, na forca muscular e na funcédo fisica
dessas pacientes, além de melhorem a qualidade de vida, e reduzirem a depressao e a
ansiedade (SPECK et al., 2010). Evidéncias demonstram que a préatica de atividade fisica
regular em intensidade moderada reduz o risco de ocorrer o desenvolvimento do cancer
de mama na pds-menopausa e melhora a sobrevida da paciente em caso do diagndstico
de cancer de mama(FRIEDENREICH; NEILSON; LYNCH, 2010) .

Recentemente, ocorreu um interesse enorme no papel que a atividade fisica exerce
na atenuacéo de evolucdo de doencas crénicas que possuem um componente imunologico
ou inflamatério, também como prevencdo e reducdo do risco de recorréncia do cancer de
mama(NIEMAN et al., 1995). Entretanto, a maioria dos estudos recentes sobre tumor e
atividade fisica tem enfatizado o numero de leucdcitos, a proliferacdo de linfocitos, a
atividade de células NK, a sintese e a concentracdo de imunoglobulinas. Mas poucos
estudos tém realizado uma abordagem integrada, ou seja, associando dados obtidos com
alteracbes metabdlicas e hormonais gerais que ocorrem no organismo portador de
neoplasia (WOODS; DAVIS, 1994).

Em trabalhos experimentais do nosso grupo de estudo (Instituto de Pesquisa em
Oncologia-IPON), a carcinogénese quimica através da injecdo de DMBA em fémeas de
camundongos da linhagem BALB/C com indugéo do tumor e depois foram submetidas a
pratica de atividade fisica (natacdo). Os animais que realizaram atividade fisica
mostraram uma melhoria na resposta imune contra o tumor de mama, uma vez que

ocorreu a reducdo dos tumores e um volume tumoral final menor, quando comparados
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aos animais que tiveram a inducéo do tumor e néo realizaram atividade fisica(ABDALLA
et al., 2014). Ainda, em outro estudo experimental prévio, observou-se que animais
treinados apresentaram niveis de citocinas de padrdo de resposta Thl aumentados se
comparados a animais com tumor de mama e nao treinados, que apresentaram um
predominio de citocinas do padrdo de resposta imune Th2(ABDALLA; MURTA;
MICHELIN, 2013).

Realizando uma anélise bibliografica, encontramos a influéncia positiva da
atividade fisica no sistema imune quando trabalhada em uma carga adequada. Entretanto,
para se inferir da capacidade de estimulacdo da resposta imune antitumoral pela atividade
fisica, é necessario um maior numero de estudos associando praticas integrativas, ou seja,
deve-se verificando a forma em que a atividade fisica participa na modula¢do dos

diferentes aspectos imunoldgicos no organismo portador de tumores malignos.
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1.6-Papel das células dendriticas na resposta antitumoral

As células dendriticas foram descobertas pelo patologista alemédo Paul
Langerhans, em 1968, enquanto realizava um estudo sobre a anatomia da epiderme e
constatou a presenca de uma rede de celulas irregulares com longas extensdes
membranares, semelhantes a dendritos das células do sistema nervoso (células de
Langerhans, LCs) (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2007).

DC’s apresentam em sua morfologia prolongamentos citoplasmaticos estrelados
com uma capacidade enorme de expressdo de moléculas apresentadoras de antigeno como
CD1 e CHP de classe | e Il e moléculas co-estimuladoras CD40, CD80/B7.1 e
CD86/B7.6(BANCHEREAU; PALUCKA, 2005). Essas moléculas possuem uma
capacidade de incorporacdo de material extracelular, e, através da cadeia linfatica, as
células migram para diversas regides, como baco e linfonodos e sofrem mudancas
fenotipicas através da apresentacdo cruzada de antigenos para os linfocitos CD8+ e
CD4+. Por isso, elas sio consideradas as melhores APC’s (ARDAVIN, 2003;
BANCHEREAU; PALUCKA, 2005; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; PALUCKA,;
BANCHEREAU, 2012).

Sabendo-se deste principio, experimentos in vitro e em vivo com camundongos
C57BL/6 e BALB/C de 6 a 8 semanas tratados com DC’s, demonstraram que ocorre
participacdo das DC’s na resposta imune antitumoral, ja que os animais tratados tiveram

uma regressdo de metéstase pulmonar induzida(FIELDS; SHIMIZU; MULE, 1998).

As DC’s tém sido usadas recentemente como vetores na construgao de vacinas
que, ndo somente induzem protecdo contra patdgenos, mas também aumentam a
imunidade em doencgas diversas, como cancer(MELIEF, 2008), AIDS(CONNOLLY et
al., 2008), autoimunidade e alergia(BELKAID; OLDENHOVE, 2008). O aumento da
eficacia dessas imunoterapias esta relacionado com a compreenséo de alguns mecanismos
inerentes relacionados ao equilibrio entre imunidade e tolerdncia e as caracteristicas
exigidas pelas DCs para uma resposta efetiva. Com o objetivo de aumentar a eficacia das
DCs, estdo sendo desenvolvidas estratégias que incluem a sua modificacdo genética, de
modo a aumentar a expressdo de reguladores positivos imunogénicos e a inibir
reguladores negativos (TURNIS; ROONEY, 2010).
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A maior parte dos estudos se encontram em fases avancadas de pesquisa
clinica. Porém, por se tratar de uma metodologia complexa e que deve ser melhorada, o
desenvolvimento de DC’s geneticamente modificadas torna-se uma forma de tratamento
muito util e que, se desenvolvida de maneira adequada, torna-se aplicavel em uma grande
gama de doencas como as citadas anteriormente.

Na literatura ndo existem estudos relacionando a pratica de atividade fisica com a
imunoterapia com vacina de DC’s,porém ¢ de extrema importancia a compreensao dos
mecanismos e efeitos da atividade fisica como forma de potencializar o sistema imune
num esquema de terapia conjunta com as vacinas de DC’s,objetivos do estudo realizado

por nos.
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1.7- Caracterizacdo do infiltrado celular tumoral

Visto a participacao de diferentes células na resposta antitumoral, cada vez mais
é demonstrada a importante da analise do infiltrado tumoral que ocorre em inflamagdes e
em alguns casos de tumores com por exemplo tumores de mama (KURODA et al., 2005;
MACCHETTI et al., 2006). No campo da imunologia tumoral varias pesquisas
demonstram a importancia do infiltrado celular nos tumores (HARABUCHI et al., 1990;
HARABUCHI; YAMANAKA; KATAURA, 1985; SLOOTWEG; KOOLE; HORDIK,
1994) .

E bastante conhecido na literatura que o processo inflamatorio é crucial e critico
para a progressdo de tumores e consequentemente seu potencial maligno, por estar
diretamente ligado com a resposta inflamatoéria induzida por linfocitos infiltrados no
tumor e outras células inflamatorias no sitio de crescimento tumoral. O microambiente
tumoral tem uma funcdo fundamental na progresséo do crescimento e sobrevivéncia das
células tumorais, atuando por meio de mecanismos diretos e indiretos, que incluem
interacdes entre células tumorais e proteinas e moléculas componentes da matriz
extracelular que sdo dependentes da localizacdo do tumor e do seu crescimento. Ja
indiretamente, 0s tumores sdo resistentes a certos tipos de drogas através da producgdo
autocrina ou paracrina de citocinas, fatores de crescimento e horménios (GASSMAN;
ENNS; HAIER, 2004).

Neste contexto caracterizar e evidenciar a participacdo direta das células
linfociticas e também de moléculas de adesédo e outras presentes no infiltrado tumoral é
de grande importancia para se entender iniGmeros mecanismos, acreditando que alteracdes
no ndmero ou na funcdo destas células poderiam potencialmente influenciar na

progresséo de um tumor.
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2-JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de um modelo experimental baseado em tumores de mama,
tendo em vista a imunoterapia com células dendriticas e a utilizacdo da atividade fisica
moderada como nova forma de prevenir e até mesmo combater o tumor, sendo
considerado um grande avanco para se compreender novas formas de imunoterapia em
modelos experimentais utilizando a linhagem 4T1.

Sendo assim o presente trabalho procurou elucidar as mudancas no perfil de
resposta imune através da avaliagdo do infiltrado tumoral de animais tratados com vacinas
de células dendriticas, pratica de atividade fisica e terapia combinada (vacina+atividade

fisica).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar o infiltrado celular tumoral em camundongos induzidos ao tumor de mama com
linhagem celular 4T1 submetidos a imunoterapia com células dendriticas ou atividade
fisica e terapia combinada (imunoterapia com celulas dendriticas + atividade fisica
moderada).

3.2 Objetivos especificos

Avaliar, por meio da técnica de imunofluorescéncia, o infiltrado tumoral pela

analise de marcadores de superficie de:
e Células T: CD4 PECY 5.0 e CD8 APC;
e Moléculas do complexo de histocompatibilidade: IA PE;

e Moléculas co-estimulatérias e co-inibitérias: CD80 FITC(B7-1), CD86
APC(B7-2) e CD152 PE (CTLA-4) e:

e Moléculas de adesdo CD54 PE(ICAM-1) e CD102 FITC(ICAM-2).
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4-MATERIAIS E METODOS

4.1-Animais e grupos experimentais

Para e realizacdo do estudo experimental foram utilizados 75 camundongos da
linhagem Balb/c, mantidos no biotério do Instituto de Pesquisa em Oncologia —
IPON/UFTM. Os animais foram separados em grupos e ap0os passado o periodo
experimental, os animais foram eutanasiados através da administracdo via
intraperitonial de uma superdose dos farmacos Ketamina (75 mg/kg) e Xilazina
(15 mg/kg). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, sob o nimero de registro
327.

Destes 75 camundongos BALB/c, 60 serdo divididos em 4 grupos experimentais:

Grupo I: Tumor [animais com inoculacgdo de 4T1 ],

Grupo II: Tumor/DCs (animais com inoculagdo de 4T1 e tratados com
imunoterapia com DCs, segundo protocolo);

Grupo 11 Tumor/AF (animais com 4T1 e submetidos a atividade fisica segundo
protocolo);

Grupo 1V: Tumor/AF/DCs (animais com inoculagdo de 4T1 e submetidos a
atividade fisica mais imunoterapia com DCs, segundo protocolo).

Inoculacéo da Tratamento N=Ndmero
GRUPOS linhagem tumoral Realizado de Animais
4T1 (2x10)
I-Tumor + Sem 15
Tratamento
II-Tumor+DC’s + Vacinas de 15
DC’s
[1I-Tumor+AF + Atividade 15

Fisica Moderada

IV-Tumor+AF+DC’s + Vacina de 15

DC’s+ Atividade
Fisica
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4.2-Obtencéo de células dendriticas da medula 6ssea do fémur e tibia de
camundongos

Os 15 animais restantes que ndo foram utilizados nos grupos experimentais, foram
eutanasiados com superdosagem de anestésicos, cloridrato de ketamina (90mg/kg) e
xilazina (156mg/kg). As DCs foram obtidas segundo protocolos preconizados por Lutz et
al. (1999), no qual a medula 6ssea foi extraida dos fémures e tibias de camundongos
BALB/c com auxilio de uma seringa 13 x 4,5 mm com solucdo tampdo PBS.
Posteriormente as células extraidas foram cultivadas com IMDM completo, com
concentracgdo de células de 5x10 © células/ml. Um volume de 2ml dessa suspenséo de
células foi adicionado em placas de cultura de 6 pocos. Apos dois dias da realizacdo do
plaqueamento das células nos pocos, foram acrescentados, em cada pogo, 2ul de fator
estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4).
As culturas foram mantidas, em cameras de CO2 a 5% de umidade a 37°C, por mais 5
dias. Posteriormente, no 7° dia, as células receberam 4pul de fator de necrose tumoral
(TNF-a), seguido de 4ul de antigeno tumoral. No 9° dia, as células foram lavadas e

suspendidas novamente, com solucéo fisioldgica 0,9%.

4.3-Inducdo dos tumores, protocolo de treinamento e vacinas de células
dendriticas
Os animais submetidos a inducdo do tumor receberdo doses de 4T1 na

concentragdo de 2x10° células em 50 pL via subcutinea.

Animais dos grupos Il e 1V que foram submetidos a atividade fisica, que foi
escolhida a natacdo, realizaram treinamento com duracgdo de quatro semanas e frequéncia
de cinco dias por semana. Ap6s periodo de adaptacdo ao meio liquido, primeira semana
(15 minutos), na segunda semana eles realizaram 30 minutos (15 dias), nas duas Gltimas
semanas, 0s animais dos grupos treinados realizaram programa de natacéo constituido de
45 minutos de natagdo. Toda a atividade foi realizada em recipiente proprio com um nivel
de agua onde os animais ndo pudessem encostar a cauda no fundo do recipiente. O
isolamento de cada animal foi realizado utilizando pedagos de cano de PVC como
“baias”, com intuito que um animal ndo influenciasse no treinamento do outro, o que
poderia ocasionar stress que consequentemente poderia influenciar na resposta imune. A

temperatura da dgua foi mantida entre 30° a 35 °C e trocada diariamente.
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Os animais dos grupos Il e IV tratados com a vacina de células dendriticas,
receberam 3 doses da vacina (contendo células dendriticas) com volume 50 pl durante 3
semanas consecutivas, sendo a primeira semana apos inoculacéo das células da linhagem
tumoral 4T1. A vacina possuia concentracdo de 5,0 x 10° células dendriticas por dose.
Compreendendo, assim, um periodo total de 4 semanas da inoculacdo e ao final do

tratamento com a vacinagao.

4.4- Verificagdo do tamanho tumoral e Imunofluorescéncia

A andlise do tamanho tumoral foi realizada através da medigdo, com a anélise em funcéo
do tempo utilizando paquimetro universal analégico 150mm nos sentidos craniocaudal e
latero-lateral do tumor de mama, a partir do momento que o em que 0 tumor de mama se
tornou palpével e acompanhado a cada 4 dias ate o dia anterior a eutanasia. O volume do
tumor foi obtido por meio da formula v=a.b?/2 onde (v) representa volume em mms3, (a)
representa o diametro maior(craniocaudal) e (b) o diametro menor (latero-lateral).

O infiltrado tumoral foi descongelado, os tumores dissecados e recolocados em tissue
tek®, e cortados em cortes de 5um pelo criostato Leica CM1950® e a seguir foram
fixados em laminas. Para a coloragdo imunofluorescente as laminas foram preparadas
para marcacdo com anticorpos fluorescentes a fim de se encontrarem 0s antigenos em
analise, conforme objetivos do trabalho, o protocolo seguiu a sequéncia de 5 minutos
em temperatura ambiente retirado do freezer, 10 minutos em paraformaldeido (PFA) a
4%; 5 lavagens em PBS 1X; 120 minutos de blogueio soro bovino fetal ( BSA) 3%, em
camara Umida aberta, o anticorpo foi colocado pés blogueio na concentracdo adequada
de cada anticorpo diluido em PBS 1X e assim as laminas foram colocadas em camara
umida fechada para ndo queimar a fluorescéncia, por de duas a trés horas de acordo com
0 anticorpo, logo depois ocorrem mais 5 lavagens de 5 min utilizando PBS 1X para retirar
excesso de AC, a montagem das laminas € feita cobrindo-as com laminulas e meio de
glicerol 2% e as armazena em suporte fechado, na geladeira convencional durante 24
horas para reducdo de fluorescéncia inespecifica a leitura.

As laminas foram lidas no microscépio Nikon Eclipse, e quantificadas as médias de

intensidade de fluorescéncia (MIF) das marcacfes pelo uso do software do préprio
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microscopio, 0 Nikkon Analyses.

Figura 1-Esquema do software com exemplo da quantificacdo da imunofluorescéncia

4.5 -Analise Estatistica

Para a analise estatistica, foi elaborado, um banco de dados relacional no qual os dados
comuns aos grupos. As diversas informacgdes das variaveis obtidas do banco de dados,
serdo testadas para verificar a distribuicdo normal. Quando a distribuicdo for considerada
normal, serdo utilizados testes paramétricos; na comparagao entre 2 grupos, sera utilizado
o teste “t de Student” e na comparacao entre 3 ou mais grupos, serd utilizada a andlise de
variancia. Os resultados serdo expressos em média + desvio padrdo. Os dados obtidos
foram analisados submetidos aos testes ANOVA one way e Teste T de Student. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. A anélise
estatistica e os graficos foram realizados com o GraphPad Prism Versdo 5.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).
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5- RESULTADOS

5.1- Analise do Crescimento tumoral induzido pelas células 4T1

Crescimento Tumoral

1500-
~ o -+ TUMOR SEM TRATAMENTO
5 ! -4~ TUMOR ATIVIDADE FISICA
= 000 A -~ TUMOR VACINA DC's
: & TUMOR TERAPIA COMBINADA(AF+DC)
=
-
() -
2 500
3
o
>

0 .

0 5

Dias

Figura 2- Volume tumoral (mm3) mensurados semanalmente a partir do dia 8 até o dia

da eutanasia.

Representacéo do volume tumoral mensurado por meio da formula V=a.b%/2 onde a é o
maior didmetro e b menor diametro. Os valores sdo expressos em média £ SEM, foi utilizado o
teste paramétrico Student's T-Test. Onde: ATUMOR SEM TRATAMENTO, ¢TUMOR
ATIVIDADE FiSICA ¢ TUMOR VACINA DC's e aTUMOR TERAPIA COMBINADA. Sendo p
considerado significativo <0,05 (5%), onde *p<0,0030, **p<0,0023 e ***p>0,0182.

Os animais que tiveram tumor induzido e ndo sofreram nenhum tipo de
intervencdo terapéutica (grupo T) apresentaram um volume tumoral maior quando
comparado com os grupos TDC (tumor + vacina de DCs), TAF (tumor + atividade fisica)
e TTC (tumor + terapia combinada), que mostraram um volume tumoral
significantemente menor (Figura 2). A andlise estatistica, realizada através do teste T de
Student, demonstrou que os tamanhos dos tumores dos animais dos grupos tratados foram
significativamente menores quando comparados aos animais do grupo que nao recebeu
nenhuma terapia, TAF (p=0.0030), TDC (p=0,0023) e TTC (p=0,0182).
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5.2 -Analise de moléculas de superficie no tumor através de imunofluorescéncia

A

£ CD4 PE CY 5.0 £ CD8 APC

3 1500 8 1500,

S 2 *
Y | | 2

£ 3

g 5004 g 5004

£ o r r ; 5 0 '

s 8 O

2 & & & N 5 <

Figura 3-Molécula de superficie para células T: CD4 PE CY 5.0 e CD8 APC, presente

em tumores analisados por Imunofluorescéncia.

Avaliacdo por imunofluorescéncia da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
CD4 e CD8 em tumores obtidos de camundongos Balb/c com tumores de mama induzidos por
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com células dendriticas, pratica de atividade fisica
ou terapia combinada. Os resultados foram expressos em média e desvio padréo. Os resultados
foram analisados utilizando 1-way ANOVA paramétrico com poés teste de Bonferroni. As

diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%). Onde *p<0,0235.

Quando avaliado o perfil de linfocitos T, observamos na figura 3A que o marcador
especifico para linfécitos T auxiliares, 0 CD4, apresentou valores maiores para 0s grupos
que foram submetidos a algum tipo de imunoterapia: TAF (MFI=886,5), TDC
(MFI=981,8), TTC (MFI=880,7) quando comparado ao grupo T (MFI=836,3), apesar de
ndo ter diferenca estatistica. Em relagdo ao marcador de linfécitos T citotoxicos avaliados
pelo marcador CD8 (figura 3B), verificamos um aumento néo significativo na expresséo
desse marcador nos grupos TDC (MFI=865,8) e TAF (MFI1=895,2) em relacdo ao grupo
T (MFI=817,1); ja o grupo TTC (MFI=781,1) apresentou uma diminui¢cdo quando
comparado aos outros grupos, apresentando uma diferenga significativa quando

comparado ao grupo TAF.
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Figura 4-Molécula de superficie para MHC de classe I, representado pelo marcador de

superficie IA PE,, presente em tumores analisados por Imunofluorescéncia.

Avaliacao por imunofluorescéncia da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da
molécula de MHC de classe Il reprsentado pelo marcador IA PE em tumores obtidos de
camundongos Balb/c com tumores de mama induzidos por células 4T1 submetidos ou ndo a
imunoterapia com células dendriticas, préatica de atividade fisica ou terapia combinada. Os
resultados foram expressos em média e desvio padréo. Os resultados foram analisados
utilizando 1-way ANOVA paramétrico com poés teste de Bonferroni. As diferencas observadas

foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%). Onde *p< 0,0255

Quando analisada a expressdo de MHC Il, representada pela expressdo do
marcador de superficie 1A PE, verificamos um aumento significativo na média de
intensidade de fluorescéncia do grupo TDC (MFI=1074) em relacdo ao grupo T
(MFI=720). Quando comparados ao grupo T, os grupos TAF (MFI=892.2) e TTC
(MFI=964,9) também apresentaram aumento na expressdo de MHC de classe Il, porém

ndo significativo (Figura 4).
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Marcador de superficie para molecula co-estimulatéria B7-1
Marcador de superficie para molecula co-estimulatéria B7-2

Figura 5-Marcador de superficie para moleculas co-estimulatérias: CD80 FITC (B7-1) e

CD86 APC (B7-2), presente em tumores analisados por Imunofluorescéncia.

Avaliacao por imunofluorescéncia da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) das
moléculas co-estimulatérias B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) em tumores obtidos de camundongos
Balb/c com tumores de mama induzidos por células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com
células dendriticas, pratica de atividade fisica ou terapia combinada. Os resultados foram
expressos em média e desvio padrdo. Os resultados foram analisados utilizando 1-way ANOVA
paramétrico com pos teste de Bonferroni. As diferencas observadas foram consideradas
significativas quando p<0,05 (5%).

Avaliando, no infiltrado tumoral, as moléculas co-estimulatérias que favorecem a
ativacdo de linfécitos, verificamos a molécula co-estimulatéria B7-1 (figura 5A), avaliada
através da presenca do CD80 FITC, apresentou uma diminuicdo da média de intensidade
de fluorescéncia, nos grupos tratados com alguma forma de imunoterapia: TAF
(MFI=609,8), TDC (MFI=594,1) e TTC (MFI=636,9), quando comparados ao grupo T
(MFI=688,11). Para a molécula co-estimulatéria, B7-2, avaliada através do marcador
CD86 APC (figura 5B), observamos um aumento, mesmo que nao significativo, em todas
as formas de imunoterapia — TAF (MFI=681,6), TDC (MFI=776) e TTC (MFI=727,9) —
quando comparadas ao grupo T (MFI1=646).
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Figura 6-Marcador de superficie para o ligante de moléculas co-estimulatérias:CD 152

PE (CTLA-4), presente em tumores analisados por Imunofluorescéncia.

Avaliacdo por imunofluorescéncia da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) das
moléculas do ligante CTLA-4, obtidos de camundongos Balb/c com tumores de mama induzidos
por células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com células dendriticas, préatica de atividade
fisica ou terapia combinada. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo. Os
resultados foram analisados utilizando 1-way ANOVA paramétrico com pos teste de Bonferroni.
As diferengas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%). Sendo em * e
** p< 0,0178.

A analise da molécula CD152 (figura 6), também conhecida como CTLA4, que
estd ligada a diferenciacdo de células T regulatérias e é ligante das moléculas co-
estimulatdrias, aponta uma diminuigdo estatisticamente significativa quando
comparamos 0 grupo TDC (MFI=709) com os grupos TAF (MFI=940.2) e TTC
(MFI1=951.9). Quando comparamos o grupo T (MFI=846.1) com o TDC, verificamos

uma diminuigdo mesmo que ndo apresente diferenca estatistica.
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Figura 7-Marcador de superficie para moléculas de adesao:CD54 PE (ICAM-1) e CD102

FITC (ICAM-2), presente em tumores analisados por Imunofluorescéncia.

Avaliacao por imunofluorescéncia da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
CD54 e CD102 em tumores obtidos de camundongos Balb/c com tumores de mama induzidos
por células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com células dendriticas, préatica de atividade
fisica ou terapia combinada. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo. Os
resultados foram analisados utilizando 1-way ANOVA paramétrico com pos teste de Bonferroni.
As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%). Em CD54

observamos *,** #,$ e & com p< 0.0001, e em CD102, temos *,** e & com p< 0,0001.

A avaliacdo da expressdao da molécula de adesdo ICAM-1, representada pelo
marcador CD54 PE (figura 7A), demonstra que houve um aumento significativo das MFIs
de todos 0s grupos que tiveram uma intervencao imunoterapica: TAF (MFI=1025), TDC
(MFI=807.3), TTC (MFI=1111.6), quando comparado ao grupo T (MFI=594,3). Quando
avaliada a expresséo de ICAM-2 marcada por CD 102, observamos que todos 0s grupos
que receberam uma das formas de imunoterapia tiveram um aumento significativo em
relacdo a expresséo observada no grupo tumor sem tratamento, visualizando as médias
podemos  observar esse aumento: TAF(MFI=577.1), TDC(MFI=578.2),
TTC(MFI=630.6) quando comparado com o grupo tumor(MFI=480).
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6 -DISCUSSAO

A utilizacdo da atividade fisica e da vacina de células dendriticas como formas de
imunoterapia se fundamentam em diversos estudos que demonstram que as CDS possuem
capacidade de apresentar antigenos e estimular linfocitos Th1l, linfocitos CTL e células
NK, ja a atividade fisica em carga moderada gerou um aumento na funcgéo leucocitéria,
além de auxiliar na quimiotaxia, na degranulacdo e na fagocitose em periodos pds
atividade fisica (KOIDO et al., 2010; NIEMAN, 2000; BACURAU et al., 2000;
GLEESON; PYNE, 2000) . A utilizacdo das duas terapias em conjunto nao possuiu dados
encontrados em literatura, sendo necessarios mais estudos que verifiquem se ocorre a
potencializagdo do efeito da vacina através da atividade fisica ou se pode haver uma

inibicdo através de mediadores produzidos pela atividade fisica.

Diante da reducdo tumoral apresentada em todos os grupos submetidos a
imunoterapia, verificamos uma estimulacao da resposta imune antitumoral. Os resultados
encontrados corroboram com trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa (Instituto
de Pesquisa em Oncologia-IPON), em que camundongos fémeas com tumor de mama
submetidas a pratica de atividade fisica (natagdo) apresentaram uma melhoria na resposta
imune contra o tumor de mama, uma vez que ocorreu a reducéo dos tumores e um volume
tumoral final menor (ABDALLA et al., 2014). Os dados encontrados em nossos estudos
vao de acordo com LANE e colaboradores queverificaram uma reducdo dos tamanhos
dos tumores em animais que praticaram atividade fisica e realizaram uma dieta
balanceada (LANE, HW;KEITH, RE;STRAHAN, S;WHITE, 1991), e corroboram com
estudos que demonstraram que ratos com tumor de colo submetidos a atividade fisica
moderada na esteira apresentaram reducéo significativa no niumero de adenocarcinomas
no c6lon(THORLING; JACOBSEN; OVERVAD, 1994). A redu¢do do volume tumoral
obtida com a vacina de DCs foi citada anteriormente em estudos que demonstraram que
a vacina pode induzir um perfil antitumoral TH1 e, consequentemente, causar tal reducéo
, freando a progressédo tumoral(ALEIXO; MICHELIN; MURTA, 2013).

A andlise do infiltrado tumoral realizada através de imunofluorescéncia
demonstrou que os animais submetidos a algum tipo de imunoterapia demonstraram um
aumento no numero de linfocitos T auxiliares e citotoxicos, mostrando a importancia
deles na resposta imune antitumoral. Como verificado em estudos de Golszdmid e

colaboradores, camundongos com tumor B16F10 que foram imunizados com células
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dendriticas tiveram menor nimero de metastases e tumores menores; no mesmo estudo
observou a importancia e a relagdo de dependéncia dos linfdcitos entre si, ja que quando
uma das populagdes era retirada, ndo ocorria a resposta imune antitumoral, mostrando a
importancia dos linfocitos TCD4 na ativacdo dos TCD8(GOLDSZMID et al., 2003).

O aumento do numero de linfécitos infiltrantes (TILS) no infiltrado tumoral esta
associado como um marcador de bom prognostico, independentemente do tipo
tumoral( DENARDO; ANDREU; COUSSENS, 2010).Esse aumento no nUmero de
linfocitos infiltrantes de forma isolada ja é considerado como marcador de bom
prognostico, porém necessita do aumento da expressdo de MHC Il e moléculas co-
estimulatorias, que sdo essenciais para a ativacdo desses linfdcitos, ja que € necessario
um primeiro sinal que é fornecido pela ligagdo do antigeno ao receptor, o que, no caso de
células T, ocorre através da ligacdo dos complexos peptideos MHC ao TCR e aos co-
receptores CD4 e CD8, levando ao segundo sinal, que € gerado por moléculas co-
estimulatorias; no caso das células T, as mais bem descritas sdo CD80 e CD86 e o ligante
CTLA-4(JABRANE-FERRAT et al., 2006; MEAZZA et al., 2003). O aumento de MHC
Il e das moléculas co-estimulatorias se mostra de extrema importancia para a ativacao
destes linfécitos. A modulacdo positiva, que fez com que aumentasse a expressdo de
MHC Il nos nossos grupos experimentais que sofreram algum tipo de imunoterapia,
juntamente com um volume tumoral reduzido, vai de acordo com o que € descrito
anteriormente em estudos que demonstraram que, com a transfeccédo de genes de MHC Il
em sarcomas de ratos, ocorre um aumento da rejei¢do primaria e uma redu¢do no numero
de tumores e chance de metastase nesses animais(OSTRAND-ROSENBERG et al.,
1996).

Outros estudos demonstram que o aumento da expressdo de MHC Il ja foi
demonstrado como um sinal de um bom progndstico, pois quando sua expressao em
células tumorais de modelos de tumor de mama esta aumentada, pode induzir imunidade
antitumoral mediada por Thl e meméria antitumora( MORTARA et al,
2006)(PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 1998). A menor expressdao no grupo
tumor sem tratamento é verificada com resultados semelhantes, em estudos com humanos
que verificaram o papel do MHC Il em tumores, verificando que pacientes com cancer de
pulmdo e de mama, mostraram a expressdo diminuida de MHC Il e moléculas co-
estimulatorias CD80 e CD86 nas células dendriticas, o que indicou falha na ativacéo das
DCs(KAH-WAI, 2006).
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O grupo tumor sem tratamento apresentou niveis menores de moléculas co-
estimulatorias em relacdo aos niveis apresentados aos grupos que apresentaram algum
tipo de imunoterapia. Esse comportamento foi verificado em estudos anteriores que
verificaram que a falta de imunogenicidade presente em varios tipos de tumor esta
relacionada com uma possivel relacdo da diminuicdo dessas moléculas(HASEBE et al.,
2000)(BELLA et al., 2003). J& os grupos tratados demonstraram uma maior expressao de
moléculas co-estimulatérias, porém estudos com a atividade fisica relacionada com as
moléculas co-estimulatorias ndo sdo encontrados. J& o potencial das células dendriticas
para aumentar os niveis de moléculas estimulatérias vai de acordo com o observado em
trabalhos que demonstraram que a intervencdo com um tipo de vacinas de DCs
possibilitou uma recuperacao da expressdo dessas moléculas (BARBUTO et al., 2004;
NEVES et al., 2005).

Em relacdo ao CTLA4, verificamos uma reducdo no grupo tratado com DCs, 0
que € considerado um bom progndstico, pois a reducdo da expressdo de CTLA-4, que é
receptor para as moléculas B7-1 e B7-2, esta relacionada com a atividade inibitdria sobre
o sistema imune(LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996). Ja que o CTLA4 é uma
molécula que é constitutivamente expressa em células Treg, e estas células sdo capazes
de induzir, nas células dendriticas, a expressdo de metabdlitos pré-apoptdticos através de
expressdo de IDO (indolamina 2,3-dioxigenase), o0 que leva a supressdo de células T
efetoras por mecanismos dependentes das interacdes entre CTLA-4 e CD80 e/ou
CD86(VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). Ainda em relacdo ao CTLA-4,
trabalhos realizados por Zouain demonstraram que camundongos que foram acometidos
por desordens linfoproliferativas mostraram que o CTLA-4 regula de forma negativa a
resposta das células T, através de um sinal inibitorio , e que uma terapia envolvendo o
bloqueio do CTLA-4 aumenta a ativacdo das células T (ZOUAIN et al.,, 2004). A
expressao de CTLA-4 em diferentes tipos de linhagens celulares derivadas de tumores
em glandula mamaria, pulmao, colon, rins, ovarios, Utero e bexiga de humanos, como
carcinoma, osteo/rabdomiossarcoma, neuroblastoma e melanoma, evidenciando grande
intensidade na marcagdo em osteossarcoma e carcinoma de glandulas mamérias, o que
demonstraque uma reducdo dessas moléculas pode estar associada a diferenciacdo de
linfécitos em um perfil ndo imunossupressor que ocorreria em presenca aumentada de
CTLA-4(CONTARDI et al., 2005).
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A participacdo das moléculas de adesdo ICAM-1 é contraditoria, pois, alguns
estudos mostram que a diminuigdo da expressdo de ICAM-1 em diferentes células
tumorais de diversos tipos de tumor faz com que as células tumorais circulantes evitem
que se estabeleca uma ligagédo estavel com compostos citoliticos e, dessa forma, possa
levar a evasdo da possivel destruicdo por linfocitos citotoxicos(JONJI et al., 1992). Em
contrapartida, varios estudos demonstram que a inibicdo de moléculas de adesdo como
ICAM-1 previnem um comportamento metastatico, ja& que essas moléculas estdo
relacionadas a adesdo das células tumorais as celulas endoteliais, o que facilita a invasao
e a metastase (STUPACK; CHERESH, 2003). Estando sua expressdo reduzida
relacionada com a metastase e mau prognostico em carcinomas adenoides(SHIRALI;
FURUKAWA; YOSHIZAKI, 2003). Nossos resultados vdo de acordo com a literatura
que demonstra um bom prognostico para o aumento da molécula de adesdao ICAM-1, ja
que todos os grupos tratados apresentaram uma maior expressdo significativa de ICAM-
1, caracterizada pela presenca do CD54, quando comparado ao grupo tumor sem
tratamento. Esses dados, associados a um aumento do nimero de linfécitos, explicam
uma menor progressdo tumoral demonstrada pelos grupos tratados. Em contraste com
nossos resultados, trabalho demonstram que a o silenciamento de ICAM-1 pode inibir a
capacidade metastatica da linhagem celular MCF-7 in vitro e diminuir significativamente
a invasdo e a metastase demonstrando que ICAM-1 estaria relacionada com a progressao
tumoral e ndo com o combate as células tumorais(DI et al., 2016). Corroborando com
esse aumento de ICAM-1, verificamos um aumento significativo concomitante de ICAM-
2 em nossos experimentos, o que vai de acordo com os estudos que mostram que a ICAM-
2 inibe a motilidade de células de neuroblastoma e tem a capacidade de suprimir o
potencial metastatico dessas células (YOON; MILLER; KREITZBURG, 2015). Estudos
demonstram que estda bem estabelecido o papel de ICAM-1 na supressdo do
desenvolvimento de tumor mamario de rato, evitando a metastase celular atraves de
interacdo com células T CD8+ em hospedeiros imunocompetentes (FARAJI et al.,
2012). A participacdo conjunta através da co-expressdo de ICAM-2, verificado em
trabalhos que demonstram que essa expressdo, desencadeia uma resposta imune

antitumoral e pode suprimir o crescimento tumoral(HIRAOKA et al., 2011).
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7-CONCLUSAO

Em conclusdo, demonstramos a importante participacdo do infiltrado tumoral na
resposta imune antitumoral. Também conseguimos evidenciar a capacidade de modular
o0 sistema imune apresentada pela vacina de células dendriticas e pela atividade fisica. Em
relacdo ao uso da terapia combinada, os resultados levam a necessidade de novos estudos
que consigam avaliar o momento que mediadores responsaveis pela estimulacdo do
sistema imune séo liberados apos a prética da atividade fisica a fim de aliar a liberagdo
desses mediadores com a estimulacao apresentada pela vacina de células dendriticas para
potencializar essa terapia. Essas terapias conseguiram mostrar capacidade de alterar o
infiltrado tumoral, mudando o microambiente tumoral para um infiltrado com
caracteristicas que favorecem a resposta antitumoral. Entre as principais mudancas
observadas, devemos destacar o aumento no nimero de linfdcitos infiltrantes, o aumento
da expressdo de MHC 11, o aumento das moléculas co-estimulatorias e 0 aumento da
expressao de moléculas de adesdo. Essas alteracdes nas células e moléculas presentes no
infiltrado tumoral levaram a uma menor progressdo tumoral, 0 que demonstra um possivel
aumento na resposta imune antitumoral nos grupos submetidos ao tratamento. Estudos
posteriores sdo necessarios para possiveis melhorias na resposta imune antitumoral que

se viu sendo modulada pelos diferentes tipos de tratamento.
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~ SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)

Objetivo Geral:
Investigar a influéncia da atividade fisica e/ou imunoterapia com células dendriticas sobre a resposta
imunolégica decorrente do desenvolvimento do cancer.

Objetivos Especificos:

* Analisar a influéncia da atividade fisica e/ou imunoterapia com células dendriticas na resposta do
sistema imune contra tumores, através da avaliacdo de células imunes (CD 3+ CD4+, CDg+, CDJld+,
CD19+, CD56+, CDiic+e CDi ib+);

® Analisar as alteragdes na sintese de citocinas [IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-q, TGF-B e IL-2R
(CD254)].

® Verificar a influéncia da pratica de atividade fisica e/ou imunoterapia com células dendriticas no
processo de angiogénese pela densidade microvascular (CD31+, CD105+ e Ki67)

¢ Identificar o padrio de metilagdo dos genes: Thox 21, IL-12, NOS2, NOS3, TGF-B, miRNA29a,
miRNA29b e miRNA155 dos camundongos da linhagem balb/c com tumores de mama e dos grupos
controles.

¢ Fazer o seqiienciamento das regides metiladas dos genes envolvidos na resposta antitumoral;

* Medir a expressio dos genes envolvidos com a resposta antitumoral dos camundongos da linhagem
balb/c com tumores de mama e do grupo controle.

2. JUSTIFICATIVA

Diante de evidéncias que o uso isolado da atividade fisica e imunoterapia trazem resultados expressivos de
que essas terapias podem estimular uma resposta imune do tipo TH1, ou seja, antitumoral.

3. MATERIAL E METODOS

Os animais serdo procedentes do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Minas Gerais — UFMG
€ mantidos no biotério do Instituto de Pesquisa em Oncologia — IPON. Serdo utilizados 105 camundongos
adultos da linhagem Balb/c, (sendo que 20 serdo destinados a matrizes, 70 para os grupos experimentais e 15
camundongos serdo utilizados exclusivamente para extragdo de medula 6ssea para a produgdo da vacina de
células dendriticas).

Os grupos experimentais serdo divididos da seguinte forma;

Rua Madre Maria José, n°122 — Unidade Administrativa Temporiria I1 - Bairro Abadia CEP: 38025-100
Uberaba - MG - Telefone: (034) 3318 5764 - E-mail: ceua@pesqgpe.uftm.edu.br
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e Grupo I Controle (n=10): animais sem inoculagio da linhagem tumoral 4T1.

¢ Grupo II ~Treinado(n=10): animais sem tumor submetidos ao protocolo de treinamento conforme
descrito no resumo dos procedimentos (vide item 13).

¢ Grupo III Controle Tratado com Vacina de células dendriticas (n=10) animais sem inoculagio da
linhagem tumoral 4T1 e posteriormente tratados com células dendriticas.

¢ Grupo IV Tumor (n=10) :animais com inoculagio de linhagem tumoral 4T1.

¢ Grupo V Tumor tratado com Vacina de células dendriticas (n=10): animais com inoculagio da
linhagem tumoral 4T1 e posteriormente tratados com células dendriticas.

e Grupo VI Tumor Treinado(n=10):animais com tumor induzido com a linhagem 4T1 e submetidos ao
protocolo de treinamento conforme protocolo descrito.

® Grupo VII Tumor Treinado e Vacinado(n=10): animais com inoculacio da linhagem 4T1 ¢
submetidos a atividade fisica mais vacinas de DC’s,

Os animais serdo separados entre os que serdo utilizados para a retirada de células dendriticas e produgdo

de vacinas e os que fardo parte dos grupos experimentais. Os animais dos grupos IV,V,VI e VII serdo

estudos. Durante o experimento, os animais serdo acondicionados em grupos de 5 animais, em gaiolas de
305x198x133mm com maravalha estéril, em temperatura de 22°C +- 2°C, iluminagdo com ciclos de luz
(claro/escuro) de 12/12 h, sendo o ar da sala recirculado em tempo integral. A ragio e dgua para os
animais sero  vontade,

4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS

Considerando que a experimentagdo animal serd o primeiro passo para utilizagdo e descoberta de novos
mé é

todos diagnésticos e terapéuticos. Fazendo a utilizagdo de animais poderemos investigar, nos mais
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combinada nestes perfis. Tais interagdes, cuja investigagdo em seres humanos nio se faz possivel pelo
comportamento invasivo dos procedimentos.

5. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

Os desconfortos dos animais nas manobras de administragiio da droga 4T1, bem como durante o tratamento
serdo amenizados retirando-os do experimento seguido de eutanisia. Pois uma vez apresentado desconforto
ou risco ndo submeteremos o animal aos mesmos procedimentos respeitando o mesmo. A eutandsia dos
animais, se caso necesséria, estd prevista no célculo amostral. Para evitar e ou minimizar tais sofrimentos
durante o procedimento, toda a equipe serd devidamente treinada para a realizaggo do procedimento de
indugdo de tumor e vacinagio com células dendriticas.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

As pessoas envolvidas neste projeto serdo treinadas para todos os procedimentos que envolva riscos e serdo
utilizados em todos os procedimentos EPI’s (luvas de procedimento, jalecos, mascaras). Para a administragdo
da droga ser4 ainda utilizados Jaleco e toca descartdvel.

7. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO

Este protocolo obedece aos principios éticos para experimentagdo animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em 19/09/2014.

(O relatério anual ou final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apds o inicio do processo).
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Prof”. Dr'. Rosgngeld Soares Chriguer
Coordenadora da CEUA
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