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RESUMO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) traz o cancer de mama como sendo o tipo de
neoplasia que sera o mais incidente entre as mulheres para o biénio de 2016-2017.
O sistema imune possui uma importante capacidade em eliminar células neoplasicas
enunciado como a vigilancia imunoldgica, consiste em utilizar os mecanismos da
imunidade inata e da imunidade adquirida. Através das células dendriticas
juntamente com os macrofagos e mondcitos configuram a primeira linha de defesa
do organismo. Diante do seu importante papel frente aos tumores, as células
dendriticas vém sendo alvo importante nas pesquisas em imunoterapias. Os
macréfagos por sua vez, importantes na vigilancia imunologica, porem pouco
estudados nas imunoterapias do cancer, sao classificados em macréfagos do perfil
M1, que podem expressar citocinas de combate ao tumor e os macrofagos do perfil
M2 podem expressar algumas citocinas favoraveis ao tumor. Nesse sentido, o
presente trabalho propde analisar o lavado peritoneal de camundongos BALB/c,
induzidos ao cancer de mama por células 4T1 e tratados com a vacina de células
dendriticas. Foram utilizados 70 camundongos BALB/c, sendo 60 fémeas e 10 de
ambos os géneros para extracdo de medula e confec¢do da vacina de células
dendriticas, os animais foram divididos em quatro grupos com um n de 15 por grupo,
foram os grupos, controle em que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento, grupo
tratado com vacina de células dendriticas, porém sem inoculacdo de tumor, grupo
tumor em que os animais receberam a inoculacédo da linhagem tumoral 4T1, porém
ndo receberam o tratamento com a vacina de células dendriticas e o grupo tumor
tratado em que os animais receberam a inoculagéo das células de linhagem tumoral
4T1 e posterior tratamento com a vacina de células dendriticas. O lavado peritoneal
foi analisado por citometria de fluxo através de marcacdo CD14 extracelular e
intracelular para as citocinas IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-4 e IL-17 e os
fatores de transcricdo, FOXP3, GATA3, RORyT e Tbet. Posteriormente foi
desenvolvida a cultura do sobrenadante dos macréfagos peritoneais e mensurada a
concentragcdo das citocinas IL-10, IFN-y, IL-12 e IL-14 pela técnica de ELISA. Os
resultados demonstraram que a vacina de célula dendriticas foi capaz de modular o
sistema imune desenvolvendo uma resposta antitumoral e de combate ao tumor,

com a diminuicdo da concentracdo das citocinas proé inflamatorias (IL-12, IL-17, IFN-



Y, TNFa), e de citocinas anti-inflamatérias e pré tumorais (IL-10, IL-4, TGF-B),
também se verificou a expressdo dos fatores de transcricdo podem ser expressos
nos macréfagos em todos 0s grupos experimentais, € possuem a menor expressao
no grupo tumor tratado, quando comparado com o grupo tumor. Conclui-se que a
vacina de células dendriticas direciona o sistema imune ao combate ao cancer, o
qual demonstra uma diminuicdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias,
diminuindo sistemicamente a inflamacdo cronica e citocinas pro-tumorais,

demonstrando a efetividade e a acdo da imunoterapia com células dendriticas.

Palavras-chave: Células Dendriticas, Imunoterapia, Macréfagos, Cancer de Mama,
4T1.



ABSTRACT

The National Cancer Institute (INCA) brings breast cancer as the type of neoplasm
that will be the most incident among women for the 2016-2017 biennium. The
immune system has an important ability to eliminate neoplastic cells enunciated as
immune surveillance, is to use the mechanisms of innate immunity and acquired
immunity. Through the dendritic cells along with the macrophages and monocytes
they form the first line of defense of the organism. In view of their important role in
the face of tumors, dendritic cells have been an important target in immunotherapies
research. Macrophages, important in immune surveillance but poorly studied in
cancer immunotherapies, are classified into macrophages of the M1 profile, which
may express tumor-fighting cytokines and macrophages of the M2 profile may
express some tumor-favoring cytokines. In this sense, the present work proposes to
analyze the peritoneal lavage of BALB / C mice, induced to breast cancer by 4T1
cells and treated with the dendritic cell vaccine. We used 70 BALB / ¢ mice, 60
females and 10 of both genera for spinal cord extraction and dendritic cell vaccine
preparation, the animals were divided into four groups with a n of 15 per group; who
received no type of treatment, a group treated with dendritic cell vaccine, but without
tumor inoculation, a tumor group in which the animals received the inoculation of the
4T1 tumor line, but did not receive treatment with the dendritic cell vaccine and the
group treated tumor in which the animals received the inoculation of 4T1 tumor cell
lines and subsequent treatment with the dendritic cell vaccine. The peritoneal lavage
was analyzed by flow cytometry through extracellular and intracellular CD14 labeling
for IL-10, IL-12, IFN-gamma, TNF-alpha, TGF-beta, IL-4 and IL-17 cytokines and the
transcription, FOXP3, GATA3, ROR-gamma T and Thet. Subsequently, culture of the
supernatant of the peritoneal macrophages was performed and the concentration of
IL-10, IFN-y, IL-12 and IL-14 cytokines was measured by the ELISA technique. The
results demonstrated that the dendritic cell vaccine was able to modulate the immune
system by developing an antitumor and tumor-fighting response with a decrease in
the concentration of pro-inflammatory cytokines (IL-12, IL-17, IFN-gamma, TNF-
alpha) and anti-inflammatory and pro-tumor cytokines (IL-10, IL-4, TGF-beta), the

expression of transcription factors can also be expressed in macrophages in all



experimental groups, and have the lowest expression in the treated tumor group,
when compared to the tumor group. It is concluded that the dendritic cell vaccine
directs the immune system to combat cancer, which demonstrates a decrease in the
expression of pro-inflammatory cytokines, systematically decreasing chronic
inflammation and pro-tumor cytokines, demonstrating the effectiveness and action of
immunotherapy with dendritic cells.

Keywords: Dendritic Cells, Immunotherapy, Macrophages, Breast Cancer, 4T1.
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1. INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) realiza
de forma bienal a estimativa de novos casos de cancer que irdo ser diagnosticados
no Brasil, e para o biénio de 2016/2017, as estimativas indicam mais de 600 mil
novos casos na populacdo brasileira, desses casos calcula-se que 57.960 novos
casos correspondem ao cancer de mama (28,1%), 16.340 corresponde ao cancer de
colo de utero (7,9%), e 6.150 corresponde ao cancer e ovario (3,0%), sendo portanto
0s tumores de origem ginecolégica responsaveis por 39% dos casos de cancer
previstos para o biénio de 2016/2017 (INCA, 2016).

O diante da importancia epidemiologica, se faz necessario entender 0s
mecanismos de desenvolvimento de uma neoplasia, que acontece a partir de uma
célula anteriormente normal que por algum motivo intrinseco ou extrinseco realiza
uma expansdo clonal descontrolada, no entanto uma Unica mutagdo raramente
levara a formacdo de um tumor neoplasico, para que aconteca 0 processo completo
de carcinogénese sao necessarias de duas a seis modificagcdes no DNA das células,
que por sua vez irdo interferir nos mecanismos de proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose, que portanto, irdo levar ao processo de expansédo clonal desenfreada
(ONUCHI e CHAMMAS, 2010).

1.1 O CANCER DE MAMA

As mamas sdo estruturas superficiais proeminentes na regido anterior da
parede toracica, nelas estdo presentes as glandulas mamarias, localizadas no tecido
subcutédneo anterior aos musculos peitorais. Durante a puberdade, a glandula
mamaria se desenvolve, sendo ela composta pelos ductos lactiferos formados a
partir do brotamento de cada 15 a 20 |I6bulos mamarios gque juntos se abrem na
papila mamaria. (MOORE, DALLEY e AGUR, 2014).

Estabelecida a neoplasia no tecido mamario, por meio de técnicas de
imunohistoquimica e imunoflurescéncia é possivel estabelecer a presenca ou

auséncia de determinados receptores importante no desenvolvimento do tumor e
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também importantes no estadiamento e na conduta clinica, podendo portanto, ser
um tumor que expressa um elevado nivel de receptores de estrégenos (RE) ou um
tumor de baixo nivel de RE com um alto nivel de expressdo de receptores de
progesterona (RP) e ainda podem ser tumores que possuem baixo nivel de RP e
baixo nivel de expressdo do oncogene Her2 (TAO et al, 2014; ANDERSON et al,
2014).

O cancer de mama pode surgir da mutacdo genética e também epigenética
de genes especificos, podem surgir de mutacfes por exemplo no gene RAB6A que
pertence a familia RAS de oncogenes, no gene produtor de Fator de Transformacéao
do crescimento (TGF-B), no gene produtor do receptor de TGF-f tipo Il e no gene
Bcl2. Ja em relacdo as alteracdes epigenéticas, sdo consideradas importantes
alteracbes nos genes BRACAl1 e BRACA2, nos quais pode acontecer um
silénciamento através da hipermetilacdo do mesmo, elevando o risco de vir a

desenvolver o cancer de mama (TAO et al, 2014).

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE TUMOR COM 4T1

No inicio, as pesquisas do cancer de mama em modelos experimentais de
camundongos eram estudadas com a indu¢&o do tumor a partir de células de cancer
da mama da linhagem humana e observou-se que a metastase e o crescimento do
microambiente tumoral eram pobres e insuficientes (TAO et al, 2008).

Em 1992, Fred Miller desenvolveu um trabalho em que descreve uma
linhagem celular tumoral de cancer de mama isoladas dos camundongos da
linhagem BALB/c, que foi denominada de 4T1, uma linhagem tumoral de
adenocarcinoma triplo negativo de mama, ou seja ndo possui a marcacdo para
receptor de estrégeno, receptor de progesterona e para o proto-oncogene HER2
gue também demonstrou um alto poder de metastase para pulméao, figado, cérebro e

demonstrou atingir os ultimos estagios do estadiamento tumoral (TAO et al, 2008).

A linhagem 4T1 tem o potencial de crescimento em meio de cultura de células
e in vivo quando inoculadas como tumor primario em camundongos BALB/c,

desenvolve uma fisiopatologia semelhante ao que acontece com os humanos, a
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preferéncia da inoculacdo das células se da via injecdo subcutanea na glandula
mamaria abdominal dos camundongos, restrito aos camundongos do sexo feminino.
E uma linhagem celular de alta performance tumorigénica, que se assemelha muito
aos tumores de mama humano, facil manejo, e grande potencial metastatico e
frequentemente utilizado em estudos de imunoterapias baseada em células
(PULASKI e OSTRANDE-ROSEMBERB, 2001).

De um modo consideravel, os casos de cancer vém crescendo cada vez mais
na populacao, se tornando uma das doencas de maior importancia e acometimento
em um panorama mundial, de modo que se justifica a necessidade do uso de
modelos experimentais para o estudo e desenvolvimento de novas terapias e

farmacos.

1.3 IMUNIDADE FRENTE AOS TUMORES

O sistema imunoldgico possui uma habilidade especifica de resposta frente a
uma célula tumoral. Essa habilidade foi estabelecida e enunciada como a Vigilancia
Imunolégica ou imunnosurveillance, como € bem conhecido na literatura cientifica.
Ela é caracterizada como a propriedade que o sistema imunolégico tem de identificar
e eliminar clones de células que sofreram mutacdo, controlando o surgimento de
uma célula tumoral e o possivel desenvolvimento dos tumores (ABBAS et al, 2011;
ONUCHIC e CHAMMAS, 2010, SLANEY et al, 2013).

A partir dos mecanismos da vigilancia imunoldgica, o sistema imunoldgico
apresenta um papel indispensavel para o controle de neoplasias, utilizando tanto dos
mecanismos da imunidade inata como 0s mecanismos da imunidade adaptativa para
elaborar uma resposta imune efetiva (RAVAL et al, 2014; MARCUS et al, 2014).
Estabelecido o conceito de vigilancia imunolégica e sua atividade biologica, cada vez
mais 0s mecanismos do sistema imune para manter essa vigilancia vém sendo
estudados, inclusive os da imunidade inata, com 0os mecanismos especificos das
células Natural Killers (NK), das células fagocitarias (mondcitos e macréfagos) e das
Células Dendriticas (CD), que também atuam como potente fonte de ligagdo com a

imunidade adaptativa a fim de montar uma resposta especifica contra o tumor, de
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modo que a imunidade inata atua como a primeira linha de defesa diante do
surgimento dos tumores (MARCUS et al, 2014; RAVAL et al, 2014; CORRRALES et
al, 2016).

Ainda dentro da vigilancia imunoldgica, a imunidade adaptativa atua através
de mecanismos capazes de realizar uma resposta intensa e expressiva aos agentes
agressores, a qual € composta pela imunidade humoral mediada pelos linfécitos B e
a imunidade celular mediada pelos linfocitos T e seus subtipos celulares. Os
linfécitos T sao identificados como os T CD8* conhecidos como citotoxicos, 0s
linfécitos T CD4* conhecidos pelo nome de auxiliares ou helper, e os Treg ou
regulatorios. Dentro da imunidade frente aos tumores, os linfocitos T CD8* e os T
CD4* compbem as principais células que sabidamente possuem uma resposta
efetiva contra os tumores (SLANEY et al, 2013; MARCUS et al, 2014; CORRRALES
et al, 2016).

Para a ativacao e posterior acdo dos linfécitos T, novamente o sistema imune
inato se faz importante através das células apresentadoras de antigenos (APCs). As
APCs possuem a habilidade de capturar o antigeno tumoral, processar e apresentar
esse antigeno para as células da imunidade adaptativa através do complexo
principal de histocompatibilidade (CHP) do tipo |, expresso também em todas as
células da resposta imune inata como macrofagos e mondcitos. Ademais, as APCs
também podem apresentar o antigeno através do CHP do tipo IlI, expresso
especificamente na CD. Assim, as APCs sao conhecidas popularmente como as
apresentadoras profissionais de antigenos, por possuirem grande habilidade na
captura, processamento e apresentacdo do antigeno através do CHP (SLANEY et
al, 2013; FOSTER e SONG, 2014; MARCUS et al, 2014; CORRRALES et al, 2016).

Através da apresentacdo de antigenos via CHP, o linfécito, que até entédo é
considerado um linfocito T virgem ou T naive, € ativado através dos receptores de
célula T (TCR) e algumas citocinas especificas, que por sua vez ativam vias de
sinalizacao especificas direcionando os linfocitos T auxiliares a se diferenciarem em
padrdes celulares distintos como Thl, Th2, Thl7, Treg e os mais recentes Th22 e
Th9 (GOLUBOVSKAYA e WU, 2016).
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Figura 1: Padrdes Celulares de Célula T e citocinas.
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Fonte: adaptado de GOLUBOVSKAYA, Ve WU, L, 2016

Dentro do microambiente tumoral, algumas células possuem papel
fundamental como as células Treg e os linfocitos Th2, com a expresséao de IL-4, IL-5,
IL-13, IL-10 e TGFpB, citocinas de caracteristicas pré tumoral que estimulam a
angiogénese e supressao da resposta imune. Os linfécitos Thl sdo importantes na
imunidade contra os tumores a partir da expressao das citocinas IFNy e TNFa, as
quais irdo induzir a destruicdo de células neoplasicas e a ativacdo de outras células
da imunidade inata, como os macrofagos, para o combate ao tumor, sendo portanto
as células Thl possuidoras de um perfil antitumoral (FRIDMAN et al, 2012; PAN,
2012; SMARR et al, 2013; GOLUBOVSKAYA e WU, 2016).

1.4 CELULAS DENDRITICAS

Conhecidas como as apresentadoras de antigenos profissionais de maior

importancia e maior habilidade, quando comparada as demais APCs, possuem
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longas projecbes da membrana com a habilidade de exercer fagocitose. Séo
provenientes de células da linhagem mieldide da medula 6ssea que, através de
varios eventos moleculares e celulares, se diferencia em célula dendritica (CD).
Possuem a habilidade de capturar o epitopo e processé-lo para a apresentacao de
antigeno via CHP para os linfocitos T naive (PALUCKA et al, 2006; BANCHEREAU e
PALUCKA, 2005).

A CD esté presente em varios tecidos e sistemas do organismo. Ao capturar o
epitopo, este migra em direcdo aos tecidos linfoides e ao baco. Nestes locais a CD
irA expressar altos niveis da molécula CHP, sendo que os peptideos podem ser
expressos via CHP de classe | ou CHP de classe I, que posteriormente serao
apresentados aos linfocitos T CD8* e T CD4*, respectivamente (PALUCKA et al,
2006; BANCHEREAU e PALUCKA, 2005, GALATTI, D. et al 2016).

A CD ainda possui a habilidade de apresentacao cruzada, que é um processo
conhecido e especifico da mesma: ela possui a habilidade de fagocitar um antigeno
exdgeno, como os de infeccBes virais e/ou uma célula neoplasica, e realizar a
apresentacao via CHP classe | no lugar da ativacdo que seria do CHP classe I,
ativando os linfocitos T CD8* (FLINSENBERG e BOES, 2014; RAVAL et al 2014,
GALATTI, D. et al 2016).

Diante do papel fundamental que as CDs demonstram exercer sobre a
imunidade frente aos tumores, a imunoterapia com CDs — também conhecida como
vacina de CDs maduras — vem como uma alternativa ao tratamento convencional do
cancer. A terapia consiste em coletar as CDs do sangue periférico do individuo, com
posterior isolamento, diferenciacdo e sensibilizacdo das CDs autélogas in vitro.
Apéds a maturacdo, as CDs autélogas sdo administradas na paciente via subcutanea.
(ALEIXO et al, 2013).

O potencial terapéutico das CDs esta sendo estudado como uma terapia
alternativa a terapia convencional ao tratamento ao cancer, e tem sido considerada
uma terapia efetiva e de pouco efeito colateral por ter seu sistema de combate
altamente especifico e direcionado para cada paciente, minimizando
imunossupressado (PALUCKA et al, 2012; ALEIXO et al, 2013; MATIAS et al, 2013,
GALATTI, D. et al 2016).
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1.5 MACROFAGOS

Importantes células da imunidade inata que possuem origem mielocitica na
medula O0ssea — provém da célula precursora concomitante a das CDs que
posteriormente, por estimulos especificos, se diferenciam em mondcitos que irdo se
encontrar circulantes no tecido sanguineo. Na medida em que esse mondcito migra
para outro tecido do organismo, este sofre maturacdo e se transforma em
macrofagos, que possuem nomenclaturas diferentes dependendo do tecido em que

0 macroéfago reside (ABBAS et al, 2011).

Além da classica funcao fagocitica e citotdxica, os macrofagos também tém
propriedades de APCs, com a capacidade de processar epitopos e apresenta-los via
CHP de classe I. Ademais, expressam citocinas e podem modular o seu ambiente
residente — no caso do microambiente tumoral, podem levar a inducdo ou a
supressao do tumor. Além de possuir um importante papel na regulacédo da resposta
inflamatdria e de serem fundamentais dentro da imunidade inata, séo também
considerados o tipo celular mais abundante do microambiente tumoral, contexto no
qual sdo chamados de macréfagos associados ao tumor (MATs) (JIANG, 2015;
KOVALEVA et al, 2016).

1.6 FENOTIPO DOS MACROFAGOS

No inicio dos anos 2000, apés definidos os padrbes de linfocitos Thl e Th2,
alguns estudos demonstraram que os macréfagos possuiam dois perfis de ativagcéo
diferentes e heterogéneos nos ambitos funcionais moleculares dos macréfagos
(MOSSER et al, 2008; HAN, 2013 KOVALEVA et al, 2016).

Os macrofagos do perfil M1 sdo conhecidos por terem sua polarizacdo
ativada pela entdo estabelecida via classica, através dos linfécitos Thl. Ao serem
ativados, os linfocitos Thl secretam a citocina interferon y (IFNy), que ira encontrar

na superficie dos macréfagos receptores para si. Uma vez que o IFN esta ligado ao
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receptor do macrofago indiferenciado, € deflagrada uma via de sinalizacéo,
nomeada de ativacdo classica. A partir do momento em que o macrofago se
compromete com a via classica de sinalizagdo, ele ir4 secretar citocinas e
guimiocinas importantes como o fator de necrose tumoral (TNF-a), o interferon-y
(INF-y) e as interleucinas (IL), dentre elas IL-1, IL-6 e IL-12, assim como os Fatores
Reativos de Oxigénio (ROS) e o Oxido Nitrico (ON), citocinas essenciais para o
processo inflamatoério e a agédo antitumoral, auxiliando no combate ao tumor junto ao
sistema imune como um todo (MOSSER e JUSTIN, 2008; LIU et al, 2014,
KOVALEVA et al, 2016; MILLS, LENZ e HARRIS, 2016).

7

O outro perfil de macréfagos € conhecido pela sua polarizacdo pela via
chamada de alternativa, conhecidos como os macréfagos M2. Nesse perfil de
polarizacéo, os linfocitos Th2 séo responsaveis pela inducéo do perfil M2 através da
secrecdo das citocinas IL-4 e a IL-13, que por sua vez irdo atuar em receptores de
superficie de macréfagos ndo polarizados ativando as vias de sinalizacao
especificas para tais. Estes macréfagos, portanto, passam a secretar outra gama de
citocinas diferentes das secretadas pelos macréfagos da via classica, podendo até
serem chamados de macrofago de resposta antagbnica, com a expresséo de IL-10,
IL-4, arguinase e prostaglandina. Estes mediadores sédo importantes no processo de
combate e controle da inflamacdo (MOSSER e JUSTIN, 2008; LIU et al, 2014;
MARTINEZ et al, 2014).

O macréfago M2 também possui um importante papel na progressao tumoral:
além de produzir as citocinas que auxiliam na contencdo do processo inflamatdério,
ele também produz outras citocinas, como a fator de transformacéo do crescimento-
B (TGF-B) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Essas citocinas tém
importante funcdo na promocdo da angiogenese tumoral, sendo este um sinal
importante para invasdao de mais macroéfagos de tipo M2 para o tecido tumoral,
facilitando o crescimento tumoral, a metastase e a imunossupressao. Os MATs
possuem o mesmo perfil de polarizagdo, ativacdo, expressao de citocinas e
comportamento dos macrofagos M2 (LIU et al, 2014, KOVALEVA et al, 2016; MILLS,
LENZ e HARRIS, 2016).
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Em estudos recentes, uma nova subdivisédo foi proposta para os macrofagos
ativados pela via alternativa de M2, para M2a, M2b e M2c, que acontecem devido a
inducdo de uma Unica molécula ou em uma reposta a um microambiente especifico
(RHEE, 2016).

Até pouco, tempo acreditava-se que a presenca do fator de transcricao
FOXP3 cabia somente as linhagens linfoides hematopoiéticas, porém, com alguns
estudos recentes, esses paradigmas vém mudando e passaram a ser olhados por
outra perspectiva. No estudo de Manrique e colaboradores, 2011, foi possivel indicar
a presenca de FOXP3 nos macrofagos que, por sua vez, levam a imunossupressao,
como nas células Treg, e auxiliam na promoc¢éo do tumor (MANRIQUE et al, 2011;
VADASZ e TOUBI, 2016).

Os estudos com o fator de transcricdo GATA3 também vém demonstrando
uma crescente relacdo com o seu aumento e a polarizacdo dos macrofagos para o
perfil M2 no microambiente tumoral. Zhang e colaboradores, 2016, puderam verificar
um aumento na expressao de GATA3 nos MATs concomitante ao aumento de
VEGF, que por sua vez ir4 levar a neovascularizacdo, ao aumento da malignidade
do tumor e a promocdo da metéstase, predizendo, portanto, um pior prognéstico
(ZHANG et al, 2016).

No estudo de Wu e colaboradores, 2016, foi possivel demonstrar que a
auséncia de RORyt resulta na formacgdao incompetente do recrutamento de
macrofagos na resposta inflamatéria, bem como expor o aumento de macréfagos
guando este estava presente nos determinados grupos experimentais (WU et al,
2016).

Deste modo, os estudos dos macréfagos e o estudo da sua polarizagéo para
os perfis M1 e M2 vém se tornando mais frequentes, de forma a entender o seu
comportamento no microambiente tumoral e ainda utilizar de um modo que se torne
possivel manipular a polarizacdo para o perfil M1 através de imunoterapias como
uma alternativa no tratamento do cancer (MILLS, LENZ e HARRIS, 2016).
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Figura 2: Efeitos imunoterapias nos macrdfagos do microambiente tumoral.
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Fonte: Adaptado de MILLS, LENZ e HARRIS, 2016.

Diante do avanc¢o nas pesquisas e no tratamento do cancer, a imunoterapia
com Células Dendriticas vem agregar um novo panorama no tratamento do cancer.
E evidente a capacidade que a vacina de CD possui em modular o sistema imune

para um padréo de expressao de citocinas com agao antitumoral.

Com o crescente avango de novos casos de cancer na populacdo mundial a
imunoterapia surge como uma alternativa ao tratamento convencional do cancer,
com uma atuacdo direcionada e minimizando os efeitos colaterais que a atual
terapia convencional propicia, atuando diretamente nas células neoplasicas.
Considera-se que o tratamento com CD possa ativar o sistema imunoldgico frente as
células tumorais e também influenciar na polarizacdo dos macrofagos para um perfil

antitumoral de forma eficaz.
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Desta forma se faz necessario analisar a influéncia que a vacina de CD
exerce sobre os macrofagos do microambiente tumoral in vivo através de
camundongos induzidos ao tumor de mama. O presente trabalho se propds a
avaliar os mecanismos da imunoterapia com CD, e como ela pode influenciar na
polarizacdo dos macrofagos, assim como as secrecdes de citocinas e alguns fatores

de transcricdo, apos o tratamento com as CD.

Este trabalho fundamenta-se na necessidade de verificar o papel da vacina de
células dendriticas no microambiente tumoral e o seu potencial em influenciar a
polarizacdo dos macréfagos para os perfis M1 e M2 in vivo, através da analise por
citometria de fluxo dos macréfagos e da dosagem das citocinas da cultura do
sobrenadante dos mesmos produzidos por camundongos induzidos ao cancer de

mama por células 4T1 e tratados pela vacina de células dendriticas.

Em suma, este trabalho vem propor um maior aprofundamento dos
conhecimentos sobre a influéncia da imunoterapia com CD frente ao tumor de mama
induzido e sua influéncia nos macréfagos presentes no microambiente tumoral de

modo a produzir uma maior fundamentacdo sobre os mecanismos da vacina de CD.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar se a imunoterapia possui a capacidade de alterar o padrédo da
resposta imune inata em camundongos Balb/c com tumores de mama induzidos por
4T1 e tratados com células dendriticas através da analise dos macrofagos
peritoneais obtidos destes animais, e que possuem a capacidade de servirem como

mecanismo de escape dos tumores frente a resposta imune.
2.2 Objetivos Especificos

Verificar se a imunoterapia com células dendriticas consegue alterar o padréo da
resposta dos macrofagos, comparando dados de animais com cancer de mama

tratados ou ndo, analisando o lavado peritoneal através:

1. Das citocinas IL-10, IL-12, IFN-y e TGF-B do sobrenadante da cultura dos
mesmos macrofagos que posteriormente foram analisados pela técnica de
ELISA visando mensurar a producdo das mesmas pelos macréofagos do tipo
M1 e do tipo M2;

2. Do marcador extracelular para os macrofagos CD14 pertencendo ao
grupamento de diferenciacdo especifico para mondcitos e macrofagos, e
intracelular a producao das citocinas IL-10 e IL-12, IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-4
e IL-17 por citometria de fluxo;

3. Dos fatores de transcricdo FOXP3, GATA3, ROR-yT e Thet em células
marcadas extracelular para CD14 para determinar a producdo dos fatores de
transcricao pelos macrofagos M1 e M2, também pela técnica de citometria de

fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo do estudo experimental foram utilizados 70 camundongos
da linhagem Balb/c, sendo 10 camundongos de ambos os sexos utilizados para
extracdo de medula 6ssea e producdo da vacina de células dendriticas e 60
camundongos fémeas para a realizacdo do estudo. Estes animais foram obtidos do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Minas Gerais — UFMG e
mantidos no biotério do Instituto de Pesquisa em Oncologia — IPON/UFTM, em
gaiolas plasticas (cujas dimensfes sdo 305 x 198 x 133 mm), em ambiente
claro/escuro, com temperatura controlada (23°C), alimentacédo e a agua ad libitum.
Este estudo foi aprovado com o numero de protocolo 289 pelo comité de ética e uso
de animais da UFTM (Anexo | e Il). Os camundongos foram separados em grupos

experimentais (tabela 1) da seguinte maneira:

Tabela 1: Descricdo dos grupos experimentais.

Grupos Inoculacao da Tratamento Numero
linhagem tumoral realizado de
4T1 (2x10° animais
células)
Grupo Controle - N&o foi 15
realizado.
Grupo Controle (CDs) - Vacina com CDs 15
Grupo tumor tratado (SF + Vacina com SF 15
0,9%) 0,9%
Grupo Tumor Tratado (CDs) + Vacina com CDs 15

Tabela 2: Descrigdo dos grupos experimentais de acordo com a administragédo de 4T1 e do
tratamento a ser realizado. CDs: Células Dendriticas; SF: Solucéo Fisiol6gica.
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

™ £ - £ Y

Separacdo dos grupos
experimentais com 12
semanas de vida

Aplicacdo das 3 doses
da vacinaem 3
semanas consecutivas

Indugdo do tumor
pelas células 4T1

< ~
e ™,
Citometria de Fluxo
Lavado peritoneal @a )
d Eutanasia
- ™,
Cultura de Células do L >
lavado e dosagem do
sobrenadante (ELISA)
< 4

Figura 3 — Delineamento dos procedimentos e do andamento do experimento conforme
descrito no texto.

3.3 INDUCAO DE TUMORES COM A LINHAGEM 4T1

As células 4T1, provenientes de carcinoma da mama murino, foram cultivadas
em frascos contendo meio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA) suplementado com 1% de penicilina, 10% de Soro
Bovino Fetal (FBS) e 1% L-glutamina, a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de
COz2. Os animais com 12 semanas de vida foram submetidos a uma Unica dose de
inducdo do tumor, na qual foram inoculadas 2x10° células em 50ul de SF 0,9% no
altimo par de mamas de cada camundongo dos grupos Il e IV na primeira semana

do delineamento experimental.

3.4 OBTENCAO DE CELULAS DENDRITICAS DA MEDULA OSSEA DE
CAMUNDONGOS
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Os animais foram eutanasiados com superdosagem dos anestésicos
cloridrato de ketamina (90mg/kg) e xilazina (15mg/kg). Posteriormente, as células
mononucleares foram obtidas de acordo com o protocolo de Lutz e colaboradores
(1999), no qual a medula 6ssea foi extraida do fémur e tibia dos camundongos
BALB/c com a ajuda de uma seringa estérii de 13x4,5mm com SF 0,9% e
depositadas em placas de petri. Em seguida, as células foram transferidas para
tubos plasticos cbénicos de 50mL (FALCON) lavadas duas vezes com 30mL de meio
IMDM e centrifugadas a 657xg, por 10 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada. Ao
final da centrifugacédo a quantidade de células obtidas foi determinada por contagem
em camara de Neubauer. Essas células foram transferidas para garrafas de cultura
a uma concentracdo de 32,5x10°6 células em um volume de 7,5mL de meio IMDM
suplementado. Apos dois dias, as células foram estimuladas com GM-CSF (10ng/uL)
e IL-4 (10ng/uL) para diferenciacdo de células dendriticas. Apds cinco dias as
células sdo novamente estimuladas com TNF-a (10ng/uL) (todos os estimulos foram
obtidos da BD Pharmingen™, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) e 26uL de
antigenos tumorais de células 4T1 para maturacéo das CDs.

3.5 IMUNOTERAPIA COM CELULAS DENDRITICAS

A imunoterapia com células dendriticas consistiu na aplicacdo de trés doses
de vacina. Cada dose continha 5x10° células em 50ul de SF 0,9%, que foram
aplicadas uma vez por semana, durante trés semanas consecutivas. A vacina de
células dendriticas foi administrada nos grupos Il (controle tratado) e IV (tumor
tratado) sendo a primeira dose aplicada uma semana apos a inducdo do tumor nos
grupos determinados. No grupo lll (grupo tumor tratado com solug¢édo salina 0,9%)
foram administradas trés doses de 50ul de solugdo fisiolégica a 0,9% durante trés
semanas consecutivas, também uma semana apos a inducao do tumor. A aplicacéo

da vacina foi realizada no camundongo BAIB/c via subcutanea.

3.6 ANALISE DO TAMANHO DO TUMOR DE MAMA EM FUNCAO DO TEMPO
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A analise do tamanho tumoral foi realizada através da medicéo, com a analise
em funcdo do tempo utilizando paquimetro universal analégico 150mm nos sentidos
cranio-caudal e latero-lateral do tumor de mama, a partir do momento em que o
tumor de mama se tornou palpavel, e acompanhado a cada quatro dias até o dia
anterior a eutanasia. O volume do tumor foi obtido segundo Faustino-Rocha et al.
(2013), por meio da férmula v=a.b2/2 onde (v) representa volume em cm3, (a)

representa o diametro maior e (b) o diametro menor.

3.7 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL PARA CULTURA DE CELULAS E
CITOMETRIA DE FLUXO

Para a obtencdo do lavado peritoneal foram injetados 5mL de SF 0,9% no
abdome dos camundongos dos grupos experimentais, afim de realizar a retirada de
monaocitos/macrofagos presentes no peritbnio. As células obtidas através desta
técnica foram utilizadas para realizacdo da cultura de células e citometria de fluxo.
Para a cultura, as células foram lavadas duas vezes com meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640) e centrifugadas a 657xg, por 10 minutos, a 4°C. Em
seguida essas células foram contadas na camara de Neubauer e distribuidas em
placas de cultura de 12 pocos na concentracdo de 1x10° células em 1mL de meio
RPMI (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%. Estas células foram estimuladas apés 4
horas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e mantidas em cultura por 12, 24 e
48 horas. Apoés os periodos de incubacdo mencionados, o sobrenadante da cultura
de células foi coletado e armazenado em eppendorfs no freezer —80°C para posterior
analise por ELISA das citocinas IL-10, IL-12, IL-4, INF-y e TGF-B. Para a citometria
de fluxo, as células foram avaliadas quanto a expressdo dos marcadores de
superficie CD14, das citocinas IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y, TNF-a, TGF-B e dos fatores
de transcricdo FOXP3, GATA3, RORyT e Thbet.

3.8 ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)
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Para a dosagem das citocinas do sobrenadante da cultura de macrofagos
peritoneais foi utilizada a técnica de ELISA do tipo sanduiche para quantificar as
concentracdes de IL-10, IL-12, IFN-y e TGF-[3. As citocinas foram dosadas utilizando
pares de anticorpos monoclonais comerciais disponibilizados pela BD OptEIA™. O
procedimento foi realizado conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Placas de
384 pocos foram sensibilizadas com 25ul de anticorpos monoclonais especificos
para a captura da citocina desejada diluida em coating buffer. Posteriormente em
cada placa foram adicionados 25ul de citocina padrdao recombinante seguindo
diluicdes seriadas 1:2 em assay diluent a partir das concentracdes iniciais indicadas.
Nas outras fileiras foram adicionados 25uL/po¢o dos sobrenadantes de macréfagos
peritoneais.

As placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas e
lavadas por cinco vezes com uma solucdo contendo PBS-Tween 20%.
Posteriormente, foram adicionados 25uL/pogo do anticorpo detector da citocina a ser
dosada. As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e novamente
lavadas por cinco vezes em PBS-Tween 20%. Na sequéncia, foram adicionados
25uL/pogo de TMB Substrate Reagent Set (BD OptEIA™) e, apés 30 minutos, foram
adicionados 12,5uL/poco de acido fosférico 1M. Apds adicdo do &cido, foi realizada
a leitura da placa de ELISA através do leitor automéatico Spectramax 384 Plus sendo

os resultados obtidos pela diferenca entre as absorbancias 450 e 570 nm.

3.9 CITOMETRIA DE FLUXO

Os macréfagos foram preparados como descrito acima e avaliados por
citometria de fluxo (Citdbmetro BD FACS Calibur). O protocolo de citometria ocorre
em conformidade com o sugerido pelo fabricante, com anticorpos monoclonais
especificos para cada marcador. As células do lavado peritoneal foram distribuidas
em tubos coénicos (FALCON) de 50ml. Aos tubos foram adicionados 10mL de
solucdo de lise (BD Biosciences - FACSTM Lysing Solution) para cada 1mL de
células, e incubados a temperatura ambiente por 20 minutos, seguido da
centrifugacdo por 10 minutos, a temperatura de 4°C, em uma rotagdo de 657xg.
Apos a centrifugacado, o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente, conservando

o precipitado de células.
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O precipitado de células foi submetido a trés lavagens com 30mL de solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) em cada lavagem, e centrifugados a 4°C, a
657xg por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e, em seguida, foi adicionado
2uL de proteina transportadora inibitéria (BD Golgistop™) e realizada a incubacéo
por 20 minutos a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas e centrifugadas com
30mL de PBS para retirar 0 excesso de proteina.

Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, preservando apenas o
precipitado e entdo, as células foram ressuspensas em 1mL de PBS e logo em
seguida foi determinada a quantidade de células obtidas por contagem através da
camara de Neubauer respeitando a concentracdo de 1x10° células. Para marcacéo
extracelular foram usados o anticorpo anti-CD14 FITC e incubado a 4°C durante 30
minutos. Em seguida, as células foram lavadas para remocdo do excesso de
anticorpos e permeabilizadas com 100uL de solucdo permeabilizadora (BD
Cytofix/Cytoperm™) e incubadas por 20 minutos a 4°C. Durante a incubacao foi
diluida a solugéo tampéo (BD Perm/Wash™ Buffer) a uma concentracéo de 1x. Apds
a incubacdo as células foram lavadas duas vezes com o tamp&o Perm/Wash™
Buffer e centrifugado por 10 minutos, 4°C e 657xg.

Posteriormente os tubos foram marcados com anticorpos intracelulares anti-
IL-12 PE, anti-TNF-a PE, anti-IL-10 FITC, anti-IFN-y FITC, anti-IL-17 Percp-c7 5.5,
anti-Thbet Alexa 488, anti-RORyT PE, anti-GATA3 PE e FOXP3 Alexa 488. Apos a
marcacao intracelular as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro e
lavadas 2 vezes com tampao Perm/Wash™ Buffer. Na ultima lavagem foi retirado o
maximo de Perm/Wash™ Buffer, e por fim as células foram ressuspendidas em
500uL de PBS, ficando prontas para a leitura no citbmetro de fluxo BD FACS

Calibur™,

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados quanto a sua distribuicdo, sendo os
dados n&o-Gaussianos avaliados por meio do teste Kruskal-Wallis e pelo Test T de
Student sendo os resultados expressos em mediana = minimo e maximo. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. A
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analise estatistica e os graficos foram realizados com o auxilio do software
GraphPad Prism Versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).
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656 4. RESULTADOS

657 4.1 ANALISE DO CRESCIMENTO DO TUMOR DE MAMA INDUZIDO PELAS
658 CELULAS 4T1.
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Figura 4: Crescimento tumoral mensurado na média de 4 dias. Representa¢do do volume tumoral
668 mensurado por meio da formula V=a.b2/2 onde a é o maior diametro e b menor diametro. Os valores
sdo expressos em média utilizando foi utilizado o teste T-Test As diferencas observadas foram

669 consideradas significativas quando p<0,05 (5%) e presentadas pelo simbolo *.

670 Na figura 4 é demonstrado no gréfico as linhas com o crescimento tumoral, 0
671 qual foi mensurado na média de 4 dias até realizacdo da eutanasia. Os animais
672 tumor-induzidos e sob tratamento com a vacina de CDs apresentam um menor
673  volume tumoral, comparado aqueles sem tratamento (Figura 4). A analise estatistica
674 destes dados, através do teste T demonstrou que o tamanho dos tumores dos
675 animais do grupo submetido a imunoterapia € menor e também estatisticamente
676  significativo, (p=0,0397) quando comparados aos animais com tumores induzidos

677 por 4T1 e ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento.
678
679

680
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681 4.2 EXPRESSAO DAS CITOCINAS IL-4 IL-10, IL-12, TGFB E IFNy DO
682 SOBRENADANTE DA CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
683 CAMUNDONGOS

684 Para avaliar a dosagem da concentracdo das citocinas IL-10, IL-12, IFNy e
685 TGFp na cultura do sobrenadante foi utilizada a técnica de ELISA do tipo sanduiche
686 apos o estimulo com LPS. O horéario de 12h, 24h e 48h foi estabelecido de acordo
687 com o0 maior pico de cinética ap0s a estimulagdo com o LPS, conforme determinado
688 em estudo anterior (CUNHA et al, 2016).

689 Na Figura 5 observamos a concentracdo em pg/ml do sobrenadante na
690 cultura de macrofagos de 24h da citocina IFNy o qual apresentou valores da
691 mediana significativamente maior no grupo controle (136,5) quando comparado com
692 0 grupo CD (21,92) (p= <0.0001) e o grupo Tumor+CD (14,99) (p= <0.0001). O IFNy
693 também apresentou a mediana com aumento da sua expressao significativamente
694 maior no grupo tumor (36,83) quando comparado com o grupo CD (21,92) (p=
695 <0.0001). e o grupo Tumor+CD (14,99) (p=<0.0001)..
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705 Figura5: Concentragéo de IFNy em sobrenadante da cultura de macro6fagos, ap6s 24 horas
de estimulacdo com lipopolisacarideo (LPS). Os resultados foram expressos em mediana e valores
706 maximo e minimo de Concentracdo (pg/mL). Os resultados foram analisados utilizando o teste de
Kruskal-Wallis e para o pés teste utilizou-se o teste de “Dun”. As diferengas observadas foram
707 consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001

708
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709 Na Figura 6 € demonstrada a concentracdo em pg/ml da citocina TGFB no
710 sobrenadante da cultura de macrofagos, na qual ndo foi observada significancia
711  estatistica na producdo da citocina, porém, no pico cinético de 12 horas é possivel
712 ver um aumento da mediana do grupo Turmor (258,6) quando comparado com o
713 grupo Tumor Tratado (185,4)
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Figura 6: Concentra¢cdo de TGFB em sobrenadante da cultura de macrofagos, apds 12 horas
723 de estimulagdo com lipopolisacarideo (LPS). Avaliagdo pela técnica de ELISA do sobrenadante da
cultura de macrdfagos apds 12 horas de estimulacdo em LPS demonstrados em pg/mL Os resultados
724 foram expressos em mediana e valores maximo e minimo de Concentracdo (pg/mL). Os resultados foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e para o poés teste, utilizou-se o teste de “Dun”. As
725 diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006
e ***p<(0,0001
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Figura 7: Concentracgdo de IL-4 em sobrenadante da cultura de macrofagos, apos 24 horas
734 de estimulagdo com lipopolisacarideo (LPS). Avaliagdo pela técnica de ELISA do sobrenadante da
cultura de macréfagos apés 24 horas de estimulagdo em LPS demonstrados em pg/mL Os resultados
foram expressos em mediana e valores maximo e minimo de Concentragéo (pg/mL) . Os resultados foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e para o p0s teste utilizou-se o teste de “Dun”. As diferencas
observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e
***n<0,0001

735



45

736

737 Na figura 7 foi demonstrada a mediana de concentragcdo em pg/ml da citocina
738 IL-4 no pico cinético de 24h. A mediana foi significativa no grupo controle (8,575)
739 quando comparado com o grupo tumor (29,22) (p= <0.0001) e o grupo CD (14,49)
740  (p=<0.0001); a mediana também foi significativa quando comparada ao grupo tumor
741 (29,22) com o grupo Tumor+CD (9,025) (p= <0.0001), demonstrando uma
742  diminuicdo desta citocina no grupo tratado quando comparado com 0 grupo nao
743  tratado.

744 Na figura 8 sdo demonstradas as medianas de concentracdo dos grupos
745  experimentais em pg/ml da citocina IL-10 no pico cinético de 48h. O grupo controle
746 foi o grupo que apresentou o menor valor significativo da mediana (14,03) de
747  concentracdo de IL-10 quando comparado com os grupos tumor (56,88) (p=
748 <0.0001) e o grupo Tumor+CD (67,49) (p= <0.0001). O grupo CD (16,40) também
749  possui um menor valor de mediana estatisticamente significativo quando comparado
750 com o grupo Tumor+CD (67,49) (p= <0.0001), e o grupo Tumor+CD (67,49) possui o
751  maior valor de mediana significativo quando comparado com o grupo tumor (56,88)
752  (p=<0.0001).
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Figura 8: Concentracao de IL-10 em sobrenadante da cultura de macrdfagos, apés 48 horas

de estimulacdo com lipopolisacarideo (LPS). Avaliacao pela técnica de ELISA do sobrenadante da cultura

762 de macréfagos apos 48 horas de estimulagdo em LPS demonstrados em pg/mL Os resultados foram
expressos em mediana e valores maximo e minimo de Concentracao (pg/mL). Os resultados foram analisados

763 ilizando o teste de Kruskal-Wallis e para o pés teste utilizou-se o teste de “Dun”. As diferencas observadas

764 foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001
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Na figura 9 sdo demonstrados os valores de mediana para a citocina IL-12 no
pico cinético de 48h, o qual obteve a concentracao (pg/ml) significativamente maior
no grupo Tumor+CD (2,663) quando comparado com o grupo controle (2,020) (p=
<0.0001). e o grupo Tumor+CD (1,672) (p= <0.0001)..
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Figura 9: Concentragdo de IL-12 no sobrenadante da cultura de macro6fagos, apos 24 horas

de estimulagdo com lipopolisacarideo (LPS). Avaliacdo pela técnica de ELISA do sobrenadante da
cultura de macréfagos apés 24 horas de estimulagdo em LPS demonstrados em pg/mL. Os resultados
foram expressos em mediana e valores méximo e minimo de Concentragéo (pg/mL). Os resultados foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e para o pos teste utilizou-se o teste de “Dun”. As
diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006
e ***p<(0,0001
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789 4.3 EXPRESSAO EXTRACELULAR DE CD14 E INTRACELULAR DE IL-12
790 TNFa, IFNy, IL-10, IL-17, NOS MACROFAGOS PERITONEAIS DE
791 CAMUNDONGOS.
792
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799 Figura 10: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia em macr6fagos CD14".

Avaliacdo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*+ obtidos do lavado

peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas células 4T1

submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em mediana, valores

maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As diferencas observadas

801 foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001.
%: Porcentagem de células; MFI:Média de intensidade de Fluorescéncia

800

802

803 Na figura 10 é demonstrada a porcentagem de células com marcacédo positiva
804 para CD14, marcacdes que configuram fenétipo de macréfagos, no qual é possivel
805 observar que houve diferenca de significancia estatistica menor na porcentagem de
806 células do grupo CD (15,28) quando comparado com os demais grupos, sendo eles
807 Controle (44,21) (p= 0,0018), Tumor (68,24) (p= < 0.0001) e Tumor+CD (22,39) (p=
808 0,0024). A figura demonstra a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e nela é
809 possivel observar que a MFI do grupo CD (323,3) é significativamente menor
810 quando comparado com os demais grupos Controle (712,0) (p= 0,0009), Tumor
811 (515,2) (p= 0,0054) e Tumor+CD (614,5) (p= 0,0016), o Tumor+CD possui a MFI
812  significativamente menor quando comparado com o grupo Tumor e 0 grupo
813  Controle.
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Figura 11: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de IL-12* em macr6fagos CD14*.
Avaliacdo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/IL-12* obtidos do lavado
peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas células 4T1
submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em mediana, valores
méximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As diferencas observadas foram
consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001. %:
Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.

Na dupla marcagao, extracelular para CD14 e intracelular, verificou-se que
houve uma menor porcentagem de células que realizaram a expressao de IL-12
(figura 11) significativa estatisticamente no grupo CD (41,63) quando comparado
com os grupos Tumor+CD (87,68) (p= 0,0329) e Controle (95,90) (p= 0,0192); j& a
média de intensidade de fluorescéncia apresentou diferencas estatisticas em
variados grupos: o grupo CD (67,56) apresentou um valor de mediana
significativamente menor quando comparado com os grupos Controle (257,4) (p=
0,0024) e Tumor (231,6) (p= 0,0106), o grupo Controle (257,4) apresentou um valor
significativamente menor quando comparado com o grupo Tumor (231,6) (p=
0,0239), e outro valor significativamente maior quando comparado com 0 grupo
Tumor+CD (175,0) (p= 0,0178), e o grupo Tumor+CD (175,0) com uma MFI
significativamente menor, quando comparado com o grupo Tumor (231,6) (p= <
0.0001).

Na figura 12 sdo demonstrados os resultados da mediana da porcentagem de
células que produziram IL-10 e quando comparado grupo Controle (74,49) com o
grupo Tumor (54,23) (p= 0,0364). Esses apresentam uma diferenca do valor da
mediana estatisticamente significante. Os demais grupos nao apresentaram

significAncia estatistica na porcentagem de células que produzem a citocina IL-10,
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porém, jA na Média de intensidade de fluorescéncia, mais grupos apresentaram
significancia estatistica, como o grupo Controle (237,7) que quando comparado com
o grupo CD (149,0) (p= 0,0012) e Tumor+CD (273,6) (p= 0,0030) possui a maior
MFI, e grupo Tumor (335,4) quando comparado com o grupo Tumor+CD (273,6) (p=
0,0002) e CD (149,0) (p= < 0.0001) possui uma menor expressao da MFI.
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Figura 12: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de IL-10* em macro6fagos
CD14*. Avaliagéo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/IL-10* obtidos do
lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em
mediana, valores maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As
diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p<
0,0006 e ***p<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.
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Figura 13: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de TNFa* em macréfagos
CD14*. Avaliacéo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/ TNFa* obtidos do
lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em
mediana, valores méaximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T néo
paramétrico. As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde
* p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de
Fluorescéncia.
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Na figura 13 € demonstrada a porcentagem de células CD14 que produziram
TNFa, na qual foi possivel inferir que a producdo de TNFa é significativamente
menor no grupo Tumor (89,91) quando comparado com os grupos Controle (67,73)
(p= 0,0002) e Tumor+CD (73,89) (p= 0,0017). Também foi demonstrada a mediana
da MFI, a qual é significativamente menor no grupo CD (68,28) quando comparado
com o grupo Tumor (319,5) (p= 0,0013) e Controle (255,0) (p= 0,0113). No grupo
Tumor+CD (181,4) a mediana se apresenta significativamente menor quando
comparado com o grupo Tumor (319,5) (p= < 0.0001) e o grupo Controle (255,0) (p=
< 0.0001).
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Figura 14: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de IFNy" em macréfagos CD14*.
Avaliacao por citometria de fluxo da porcentagem de macrofagos CD14*/ IFNy * obtidos do lavado
peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas células 4T1
submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em mediana, valores
méximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As diferengcas observadas
foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001.
%: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.

Na figura 14 é demonstrada a porcentagem de células que expressam IFNy
na qual pode se observar uma alta producédo da citocinas pelas células marcadas
com CD14, porém, esta hdo demonstra uma significancia estatistica entre os demais
grupos. No gréafico que demonstra MFI é possivel observar que o grupo CD (127,6)
possui uma menor mediana de valor quando comparado com os demais grupos
Controle (445,1) (p= 0,0003), Tumor (467,9) (p= 0,0005) e Tumor+CD (183,8) (p=
0,0172). Também é possivel ver que o grupo Tumor+CD (183,8) possuiu um menor
valor de mediana significativo quando comparado com o grupo Controle (445,1).

Na figura 15 é possivel visualizar a porcentagem de células que produziram

IL-17. E possivel visualizar que a producéo de IL-17 na maioria das células em todos
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0S grupos, porém, ndo demonstra significancia estatistica entre eles. No grafico que
demonstra o valor da mediana da Média de Intensidade de Fluorescéncia é possivel
visualizar que o grupo controle possui um valor de mediana significativamente maior
no grupo Controle (269,5) quando comparado com os grupos Tumor+CD (161,0) (p=
0,0002) e grupo CD (50,88) (p= 0,0064), e também significativamente maior no
grupo Tumor quando (282,4) comparado com o grupo CD (50,88) (p= 0,0002) e
Tumor+CD (161,0) (p= < 0.0001).
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Figura 15: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de IFNy* em macro6fagos
CD14". Avaliagéo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/ IFNy * obtidos do
lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em
mediana, valores maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As
diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p<
0,0006 e ***p<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.
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4.4 EXPRESSAO EXTRACELULAR DE CD14 E INTRACELULAR DE Thbet,
RORyT, FOXP3 E GATA3 NOS MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS.
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Figura 16: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de Thet* em macréfagos CD14".
Avaliacao por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/ Thet* obtidos do lavado
peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas células 4T1
submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em mediana, valores
méximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As diferencas observadas
foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e ***p<0,0001. %:
Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.

Na figura 16 podemos observar as células que possuem producao intracelular
do Fator de Transcricdo Thet. E possivel observar que ele é produzido por todos os
grupos, porém, ndo apresenta valor de mediana estatisticamente significativo entre
eles. N&o obstante, na Média de Intensidade de fluorescéncia é possivel inferir que o
grupo CD (117,0) possui a MFI significativamente menor quando comparado aos
demais grupos Controle (200,9) (p= 0,0075), Tumor (260,6) (p= 0,0051) e
Tumor+CD (226,7) (p= 0,0041). O grupo Tumor (260,6) € significativamente maior
quando comparado como grupo CD (117,0) (p= 0,0051) e o grupo Tumor+CD
(226,7) (< 0.0001).

Na figura 17 é possivel observar nos grupos as células que produzem o fator
de transcricdo RORYyT, e é possivel demonstrar que a producdo dessa citocina pelo
grupo Tumor+CD (78,84) é maior quando comparado com 0s demais grupos
Controle (54,36) (p= 0,0125), CD (58,00) (p= 0,0355) e Tumor (71,96) (p= 0,0380).
Na Média de Intensidade de Fluorescéncia o grupo CD (90,20) possui o valor de
mediana significativamente menor quando comparado com o grupo Controle (250,1),
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Tumor (71,96) (p= 0,0123) e Tumor+CD (164,6) (p= 0,0069). O grupo Tumor (71,96)
também possui valor de mediana significativamente maior quando comparado com o
grupo Tumor+CD (164,6) (p= 0,00271) e o grupo CD (58,00) (p= 0,0015) , além de
do grupo Controle ja dito anteriormente.
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Figura 17: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de RORyT* em macro6fagos
CD14*. Avaliagao por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/ IFNy * obtidos do
lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em
mediana, valores maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As
diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p<
0,0006 e ***p<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.
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Figura 18: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de FOXP3* em macro6fagos
CD14*. Avaliagdo por citometria de fluxo da porcentagem de macréfagos CD14*/ FOXP3* obtidos
do lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas
células 4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em
mediana, valores maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As
diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p<
0,0006 e ***p<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI: Média de intensidade de Fluorescéncia.
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Na figura 18 € possivel visualizar a producdo do fator de transcricdo FOXP3
por todas as células de todos o0s grupos experimentais, porém, ndo houve
significancia estatistica entre os grupos. Ja na média de Intensidade de
fluorescéncia é possivel ver que o grupo Tumor+CD (233,0) é significativamente
menor que 0os demais grupos Controle (207,2) (p= 0,0002), CD (233,0) (p= 0,0121)e
Tumor (261,3) (p= < 0.0001). O grupo Tumor (261,3) também apresenta um valor de
mediana significativamente maior quando comparado com o grupo CD (233,0) (p=<
0.0001).
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Figura 18: Porcentagem e média de intensidade fluorescéncia de GATA3* em macréfagos
CD14*. Avaliagdo por citometria de fluxo da porcentagem de macrofagos CD14*/ GATAS3* obtidos do
lavado peritoneal de camundongos Balb/C saudaveis ou com tumor de mama induzidos pelas células
4T1 submetidos ou ndo a imunoterapia com CD. Os resultados foram expressos em mediana,
valores maximo e minimo. Os resultados foram analisados utilizando teste T. As diferencas
observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%), onde * p<0,05; **p< 0,0006 e
***n<0,0001. %: Porcentagem de células; MFI. Média de intensidade de Fluorescéncia.

Na Figura 19 é possivel ver a porcentagem de células que produziram o fator
de transcricio GATAS3. E possivel observar que o grupo Tumor+CD (65,99) possui
um valor estatistico significativamente maior quando comparado com o grupo Tumor
(39,51) (p= 0,0316) e o grupo Controle (46,62) (p= 0,0346). Ja na analise da Média
de intensidade de Fluorescéncia podemos observar que o grupo Tumor (193,0)
possui maior valor de mediana quando comparado com o grupo Tumor+CD (153,9)
(p=0,0019), Controle (188,9) (p= 0,0011) e CD (60,12) (p= 0,0187). O grupo controle
também possui um maior valor de mediana significante quando comparado com o

grupo CD (60,12) (p= 0,0241) e Tumor+CD (153,9) (p= 0,0018).
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5. DISCUSSAO

Atualmente, o cancer de mama é o tipo de neoplasia mais incidente entre as
pessoas do sexo feminino, mostrando cada vez mais a importancia da pesquisa
nessa area. Desse modo, a imunoterapia vem trazer uma nova abordagem
terapéutica no tratamento do cancer, e ainda dentro das imunoterapias a vacina de
CD é abordada com o objetivo de modular a fisiologia do sistema imune através de
citocinas que fazem com que os linfécitos TCD4+ naive ao serem ativados deixem
de apresentar uma maior quantidade de fendtipo padrdo Th2 para uma maior
quantidade do fenétipo padrao Thl, deste modo o préprio organismo seré induzido a
expressar citocinas que irdo auxiliar na destruicdo do cancer sendo com a agao anti-
tumoral, portanto, cada vez mais importante as pesquisas cientificas que abordam
essa tematica (ALEIXO et al, 2013; MATIAS et al, 2013; COHN e DELMARRE, 2014;
DUBROT et al, 2014; INCA, 2016; MILLS, LENZ e HARRIS, 2016).

A inducéo do perfil Thl dos linfécitos T CD4+ pelas CD favorece a polarizacao
dos macroéfagos para o perfil M1 de células através da expressdo do INFy, o qual
ativa vias de sinalizacbes nos macrofagos que irdo por fim realizar a expresséao de
citocinas antitumorais, ou seja, que irdo atuar na eliminacdo de células neoplasicas
expressando citocinas como INFy, TNFa e IL-12, e diminuindo a polarizacdo dos
macrofagos para o perfil M2 de modo que a expressdo de citocinas pré-tumorais
como VEGFB, TGFB e IL-10 também terdo o nivel de expressdo diminuido,
demonstrando que a vacina de células dendriticas através da modulacdo do
linfécitos Thl terminam por influenciar a troca de perfil de outras células do sistema
imune, como no caso dos macrofagos (MOSSER et al, 2008; ALEIXO et al, 2013;
LIU et al, 2014; MILLS, LENZ e HARRIS, 2016; CUNHA, MICHELIN e MURTA,
2016).

No presente estudo visualmente foi possivel verificar que a imunoterapia
utilizando a vacina de CD continua trazendo beneficios na reducdo do volume
tumoral quando a mesma € administrada comparada com o grupo tumor, ou seja,

gue nédo recebeu a terapia com CD, assim como visto nos estudos trazidos pela
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literatura que também administraram a imunoterapia com CD em seus tratamentos.
(ALEIXO et al, 2013; CUNHA, MICHELIN e MURTA, 20186).

O presente estudo também constatou através da técnica de citometria de
fluxo a diminuicdo tanto da porcentagem quanto da média de intensidade de
fluorescéncia das células com marcacdo para CD14 no grupo Tumor+CD, sendo
esse um grupamento ou cluster de diferenciacao especifico para macrofagos, neste
caso podemos deduzir a imunoterapia com CD que pode ter atuado auxiliando na
reducdo de macréfagos do perfil M2 e por sua vez os macréfagos associados ao
tumor que conforme € descrito na literatura tem um comportamento pro-tumoral na
producdo de suas quimiocinas e citocinas. (ALEIXO et al, 2013; LENZ e HARRIS,
2016).

Porém células CD14 com a polarizacao para o perfil M1 também podem ter
diminuido no grupo Tumor+CD quando comparado com o grupo Tumor, a vacina de
CD tem o objetivo de direcionar o sistema imune a um comportamento anti-tumoral
conforme descrito anteriormente, ao ser estimulada na cultura de células com o
antigeno tumoral especifico, no caso a antigeno tumoral das células 4T1, as CD em
cultura que vao ser inoculadas nos camundongos irdo atuar, portanto no sistema
imune como um todo. E bem estabelecido pela literatura que o cancer e 0 processo
inflamatorio crénico estdo intimamente ligados, sendo o processo inflamatério
continuo, produtor de citocinas, quimiocinas e importantes fatores de crescimento
tumoral, e de angiogenese que vao auxiliar na promocao tumoral. (BARRETO et al,
2011)

No presente estudo foi possivel observar através das citocinas pro
inflamatorias analisadas como o TNFa, IL-12, INFy e a IL-17 que houve uma menor
proporcdo da porcentagem de células CD14 que produziram essas citocinas como
também na meédia de intensidade de fluorescéncia quando se compara o grupo
Tumor+CD com o grupo Tumor, de modo que quando €& correlacionado com a
reducdo do volume tumoral no grupo Tumor+CD é sugerido que a imunoterapia de
CD pode estar atuando no processo inflamatorio através da reducdo dos macrofagos

do perfl M1 do lavado peritoneal e por tanto levando a uma diminuicdo da
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inflamac&o sistémica, desenvolvendo a acdo antitumoral esperada pela imunoterapia

com CD.

Neste trabalho também foi possivel detectar a diminuigdo da expresséo de IL-
10 na cultura do sobrenadante de macréfagos, como também a sua redugdo na
porcentagem de células que expressaram essa citocina e na média de intensidade
de fluorescéncia no grupo Tumor/CD quando comparado com o grupo Tumor, a
citocina IL-10 € uma importante citocina que participa da promoc¢do tumoral
destacando, portanto a agdo da vacina no potencial de modulacdo do sistema imune
conduzindo o mesmo para uma acao antitumoral, reduzindo, entdo a acéo

imunossupressora que a IL-10 tem mediante o microambiente tumoral.

O atual trabalho também verificou a citocina TGFB, importante na
angiogenese e na progressao tumoral expressdo na cultura de sobrenadante de
células, que obteve uma reducdo na sua expressdo no grupo Tumor/CD quando
comparado com o grupo tumor que podera reduzir os efeitos de TGFB no
microambiente tumoral, demonstrando que a terapia com célula dendritica possui

potencial terapéutico e imunomodulador.

Aleixo et al (2013), em seu estudo utilizando camundongos Balb/c com cancer
de mama induzidos por células da linhagem tumoral DMBA e também tradados com
vacinas de células dendriticas, demonstrou 0 aumento da expressao de citocinas do
perfil M1 (IL-12 e IFN-y) e reducgé&o das citocinas do perfil M2 (IL-4, II-10 e TGF-B) na
dosagem de citocinas dos macrofagos do lavado peritoneal de modo que este
trabalho é relevante para o presente estudo que também demonstra um perfil de
polarizacdo M1 dos macrofagos do lavado peritoneal apés o tratamento coma vacina

de Células Dendriticas.

Na literatura € pouco descrito sobre os fatores de transcricdo FOXP3, GATAS,
RORYyYT e Thet em macréfagos, eles sdo mais amplamente descritos nos linfocitos e
nas séries celulares hematopoiéticas, porém recentemente alguns trabalhos
demonstraram a presenca desses fatores de transcricAo nos macréfagos e que

podem ser essenciais no direcionamento da polarizagdo dos mesmos quando estes
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estdo presentes no microambiente tumoral e em demais doencas (MANRIQUE et al,
2011; VADASZ e TOUBI, 2016, ZHANG et al, 2016, WU et al, 2016).

Manrique e seus colaboradores (2011) concluiram em seus trabalhos, que a
presenca de FOXP3 nos macrofagos os direciona para um comportamento
imunossupressivo, como 0 que acontece nas células Treg, em nosso estudo na
técnica de citometria de fluxo na analise da porcentagem de células CD14 néao
houve significancia, porem na analise da média de intensidade de fluorescéncia o
FOXP3 possui um valor de media inferior no grupo Tumor/CD quando comparado
om o grupo Tumor, sugerindo uma possivel atuacdo da imunoterapia de CD
direcionando as células para a supressao da producédo de FOXP3, porem como sao
poucos os estudos na literatura sobre esse fator de transcricdo nos macréfagos,
mais estudo séo sugeridos.

Quanto ao fator de transcricdo GATAS3, existem alguns estudos que dizem ser
esse fator de transcricdo que influencia na polarizacdo do macréfago para o perfil
M2, perfil esse pro-tumoral diante do microambiente tumoral, Zhang e colaboradores
(2016) em seus estudos com camundongos analisaram os MATS, verificando que a
presenca de GATA3 ocasionou o aumento de VEGF e, portanto, pode levar ao
aumento da neovascularizacdo. Em nosso estudo foi possivel verificar um aumento
de GATA3 no grupo Tumor/CD na porcentagem de células CD14 com marcacao
para GATA3, porém a média de intensidade de fluorescéncia € menor no grupo
Tumor+CD quando comparado com o grupo tumor, esse achado sugere que a
vacina pode estar influenciando na expressdo do GATA3, demonstrando que a
célula CD14 possui o fator de transcricdo, exigindo mais mecanismos ainda ndo bem

descritos para a sua expressao.

Ainda nédo foram descritos na literatura estudos que trouxessem a relacdo do
fator de transcricdo Thet com os macréfagos, porém é bem estabelecida a
importancia desse fator de transcricdo nos linfécitos TCD4+ para a diferenciagdo no
linfocito de padrao Th1 e para a produgao e expressao de INFy (WANG, COLLINS e

KUCHROO, 2015; GOLUBOVSKAYA e WU, 2016).
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No presente estudo foi demonstrado que a média de intensidade de
fluorescéncia de Tbet, nos macréfagos do grupo tumor tratado (SF 0,9%) é
significativamente maior quando comparado com o grupo tumor tratado (CDs),
sugerindo que esse pode estar envolvido na reducéo do padrao inflamatério, que por
usa vez estdo atuando na diminui¢do da inflamacéo crénica e na reducao do volume
tumoral.

Também é pouco descrito sobre RORyT e sua relagdo com os macroéfagos,
contudo é conhecida a importante relacdo do fator de transcricio RORyT na
diferenciacéo do linfocito T no padrdo Th1l7, Wu e colaboradores (2016) realizaram
um experimento com camundongos no qual eles conseguiram demonstrar que a
auséncia do fator de transcricdo nos macrofagos leva a um recrutamento falho dos
mesmos para a resposta inflamatéria levando a hipotese de que o RORyT € um fator
de transcricdo importante para acao inflamatéria e, portanto pode atuar diretamente

na via de ativacéo e sinalizacdo de acéo e promoc¢ao antitumoral.

Em outro trabalho Ye e Colaboradores (2014) verificaram que a atenuacao da
producédo de IL-10 pode levar a supressao do fator de transcricdo RORyT, que por
sua vez pode levar a diminuicdo do perfil de polarizacdo M1. No presente estudo o
fator de transcricdo RORyT possui uma maior porcentagem de células que o produz
no grupo Tumor+CD quando comparado com os demais grupos, porém possui uma
média de intensidade fluorescéncia menor quando comparado com os demais
grupos. No presente trabalho a porcentagem de células que expressaram o RORyT
na técnica da citometria de fluxo no grupo Tumor/CD foi maior quando comparado
com o grupo Tumor, supondo que a terapia com as células dendriticas possa de
alguma maneira estar influenciado na ativagdo desse e também dos outros fatores

de transcrigéo.

O atual estudo se mostrou relevante, demostrando dados importantes
alcancados com a aplicacdo da vacina de células dendriticas, demonstrando o
importante potencial que a vacina pode alcancgar no tratamento clinico, de encontro
aos achados presentes na literatura. O atual trabalho sugere uma importante acao
antitumoral desta imunoterapia, diante da supressédo de importantes citocinas proé-
tumorais e a potencializacdo de um perfil de citocinas antitumorais. Também foi

demonstrado a importancia de maiores estudos com os fatores de transcricdo
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FOXP3, GATA3, RORyT e Tbet, se trata de dados relevantes, com tudo é algo que
ainda foi pouco abordado e de pouca informacao na literatura, e se faz necessarios
maiores estudos para o aprofundamento da presenca desses fatores de transcricéo

nos macrofagos.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, em relacdo a
influéncia da vacina com células dendriticas em camundongos Balb/c submetidos a
inducdo de tumores experimentais de mama, com posterior imunoterapia aplicadas
em trés doses, sendo uma dose por semana, em um periodo de 03 semanas
consecutivas e seguida pela cultura e analise dos macrofagos do lavado peritoneal,
conclui-se que:

- A vacina atua na reducéo visivel do volume tumoral no grupo que foi tratado com a
vacina de célula dendritica quando este é comparado com o grupo tumor, medo que
€ possivel efetivamente dizer que a imunoterapia com CD atuou diretamente com
uma acgao antitumoral no microambiente tumoral.

- A imunoterapia com células dendriticas direcionou uma reducdo da concentracao
da porcentagem dos macrofagos (CD14) e consecutivamente das citocinas IFNy,
TNFa, IL-12 e IL-17, diminuindo a resposta inflamatéria sistémica, e também
diminuindo as citocinas pré-tumoral como a IL-10 e o TGF.

- A expresséo dos fatores de transcricdo FOXP3, GATA3, RORyT e Tbet nas células
CD14 é relevante o aumento da porcentagem de células CD14 com RORyT no
grupo Tumor/CD quando comparado com o grupo tumor relevante, assim como as
médias de intensidade de fluorescéncia FOXP3, GATA3, RORyT e Tbet, porém
pouco foi descrito na literatura e mais estudos séo necessarios.

Deste modo, pode-se sugerir através do presente estudo que a imunoterapia
parece ser capaz de modular o perfil de polarizacdo dos macréfagos para um perfil
M1 e potencializar a sua resposta para um perfil de expresséo de citocinas para uma
resposta antitumoral, no atual modelo experimental proposto mediante ao tumor de
mama induzido pela linhagem celular 4T1, em fémeas de camundongos.

O presente trabalho mostrou-se relevante, os seus resultados demonstraram
a importancia da imunoterapia com células dendriticas, evidenciando o potencial que

a vacina pode demonstrar no tratamento clinico.



1278

1279
1280

1281
1282
1283

1284
1285
1286

1287
1288

1289
1290
1291

1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305

64

Referéncias Bibliogréaficas

ABBAS, AK.; LICHTMAN, A.H.H.; PILLAI, S. Imunologia celular e molecular. 7a.
ed. Rio de Janeiro: Elsevier, p. 389-405. 2011.

ALEIXO, A. A.R.; MICHELIN, M. A.; MURTA, E.F. C.; Immunotherapy with dendritic
cells as a cancer treatment: perspectives and therapeutic potential. Recent patents
on endocrine, metabolic & immune drug discovery, v. 7, n. 3, p. 226-232, 2013.a

ANDERSON, W.F.; ROSENBERG, P.S., PRAT, A., PEROU, C.M., & SHERMAN,
M.E. How many etiological subtypes of breast cancer: two, three, four, or
more?. Journal of the National Cancer Institute, v. 106, n. 8, p. djul65, 2014.

BANCHEREAU, J.; PALUCKA, K. Dendritic cells as therapeutic vaccines against
cancer. Nature.v. 5, 2005.

BARRETO, R.C.; PEREIRA, G.A.S.; COSTA, L.J.; CAVALCANTI, H.R.B.B. O duplo
papel da inflamacé&o no surgimento das lesbes cancerigenas. Rev Brasileira de
Ciéncias da Saude. vol. 14, n.4, p. 1-7-104, 2011

CORALLES, L.; MATSON, V.; FLOOD, B.; SPRANGER, S.; GAJEWSKI, T.F. Innate
immune signaling and regulation in céncer immunotherapy. Cell Research,

advanced online publication, p.1-13, 2016.

CUNHA, A.; MICHELIN, M.A.; MURTA, E.F.C.; PHENOTYPIC PROFILE OF
DENDRITIC AND T CELLS IN THE LYMPH NODE OF BALB/C MICE WITH
BREAST CANCER SUBMITTED TO DENDRITIC CELLS IMMUNOTHERAPY.
Immunology Letters, Acepted Manuscript. 2016

FAUSTINO-ROCHA, A. ET AL. Estimation_of rat_mammary_tumo.pdf. Lab Animal,
v.42,n.6, p.p.217, 2013.

FLISENBERG, T.W.; BOES, M. Application of antigen cross-presentation research

into patient care. Frontiers in immunology. v.5, n.287, p.1-3, 2014.



1306
1307
1308

1309
1310

1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321

1322
1323

1324
1325
1326

1327
1328
1329

1330
1331
1332
1333

65

FRIDMAN, W.H.; PAGES, F.; SAUTES-FRIDMAN, C.; GALON, J. The immune
contexture in human tumours: impact on clinical outcome. Nature Reviews Cancer,
v. 12, n. 4, p. 298-306, 2012.

FOSTER, A.E.; SONG, X.T. Modification of T lymphocytesto express tumor
antigens. Methods in molecular biology, v.1139, p. 169-70, 2014.

GALATI, D.; CORAZZELLI, G.; FILLIPPI, R.; PINTO, A. Dendritic cells in
hematological malignancies. Critical Reviews in Oncology/Hematology. v. 108, p.
86-96, 2016.

GOLUBOVSKAYA, V e WU, L, Different Subsets of T Cells, Memory, Effector
Functions, and CAR-T Immunotherapy, Cancers. v.8, p.36, 2016.

INCA — INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. Incidéncia do Cancer no
Brasil/Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, Coordenacao
de Prevencao e Vigilancia. 2016. Rio de  Janeiro. Disponivel
http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/. Acesso em 26/09/2016, v. 20, 2016.

JIANG, X. Macrophage-produced IL-10 limits the chemotherapy efficacy in breast
cancer. Journal of Zhejiang University. Science. v. 16, n. 1, p. 44-45, 2015.

KOVALEVA, 0O.V.; SAMILOVA, D.V.; SHITOVA, M.S.; GRATCHEV. A. Tumor
Associated Macrophages in Kidney Cancer. Analytical Cellular Pathology. v.2016,
p.1-6, 2016.

LIU, Y.C.; zZOU, X.B.; CHAI, Y.F.; YAO, Y.M. Macrophage Polarization in
Inflammatory Diases. International Journal of Biological Sciences. v. 10, n. 15,
p.520-529, 2014.

MARCUS, A.; GOWEN, B.G.; THOMPSON, T.W.; IANNELLO, A.; ARDOLINO, M,
DENG, W.; WANG, LIN.; SHIFRIN, N.; RAULET, D.H.; Recognition of tumors by the
innate immune system and natural killer cells. Advances in immunology, v. 122, p.
91, 2014.



1334
1335
1336
1337

1338
1339

1340
1341
1342
1343

1344
1345

1346
1347

1348
1349
1350
1351
1352

1353
1354
1355
1356

1357
1358

1359
1360
1361

66

MANRIQUE, S.Z.; CORREA, M.A.D.; HOELZINGER, D.B.; DOMINGUEZ, A.L,;
MIRZA, N.; LIN, H.H.; STEIN-STREILEIN, J.; GORDON, S.; LUTSGARTEN. Foxp3-
positive macrophages display immunosuppressive properties and promote tumor
growth. The Journal of Experimental Medicine. v. 208, n. 12, p. 2561, 2016.

MARTINEZ, F.O.; GORDON, S.; The M1 and M2 paradig macrophage action: time
for reassessment. F1000 Prime Reports. v. 3, p. 6-13, Mar, 2014.

MATIAS, B.F.; OLIVEIRA, T.M.; RODRIGUES, C.M.; ABDALLA, D.R.; MONTES, L.;
MURTA, E.F.C.; MICHELIN, M.A. Influence of immunotherapy with autologous
dendritic cells on innate and adaptive immune response in cancer. Clinical Medicine
Insights. Oncology, v. 7, p. 165, 2013.

MOORE, K.L.; DALLEY, A. F.; AGUR, AM.R.; Anatomia orientada para a clinica.

Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2014. 7a. ed.

MOSSER, D.M.; JUSTIN, P.E.; Eploring the full spectrum of macrophage activation.
Nature Reviews Immunology. v.8, n. 12, p.958-69., Dez, 2008.

MILLS, C.D.; LENZ, L.L.; ROBERT, A.H. A Breakthrough: Macrophage-Directed

Cancer Immunotherapy. Cancer Research. v. 17, 2016.

ONUCHIC A.C., CHAMMAS R. Céancer e o microambiente tumoral. Rev Med (Séo
Paulo) v.89, n.1, p. 21-31, 2010.

PALUCKA, AK., UENO, H., CONNOLLY, J., KERNEIS-NORVELL, F., BLANCK,
J.P., JOHNSTON, D.A., FAY, J. & BANCHEREAU, J. Dendritic cells loaded with
killed allogeneic melanoma cells can induce objective clinical responses and MART-1
specific CD8+ T-cell immunity. J Immunother. v. 29 p. 545-557, 2006.

PULASKI, B.A.; OSTRAND-ROSENBERG. Mouse 4T1 Breast Model. Current
Protocols in Immunology. p. 20.2.1 - 2.16.

PAN, X.Q.; The mechanism of the anticancer function of M1 macrophages and their
use in the clinic. Chinese Jornal of Cancer. v. 31, N.12, p.557-563. Dec. 2012.



1362
1363
1364

1365
1366

1367
1368
1369

1370
1371

1372
1373

1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381

1382
1383
1384
1385
1386

1387

1388

1389

1390

1391

67

RAVAL, R.R.; SHARABI, A.B.; WALKER, A.J.; DRAKE, C.G.; SHARMA, P.; Tumor
immunology and cancer immunotherapy: summary of the 2013 SITC primer. J
Immunother Cancer. v.14, p.2-14, 2014.

RHEE, I. Diverse macrophages polarization in tumor microenvironment. Archives of

Pharmacal Research, 2016

SLANEY, C.Y.; RAUTELA, J.; PARKER, B. S. The emerging role of
immunosurveillance in dictating metastatic spread in breast cancer. Cancer
research, v. 73, n. 19, p. 5852-5857, 2013.

TAO, K.; FANG, M.; ALROY, J.; SAHAGIAN, G.; Imagable 4T1 model for the study of
late stage breast cancer. BMC cancer, v. 8, n. 1, p. 228, 2008.

TAO, Z.; SHI, A.; LU, C.; SONG, T.; ZHANG, Z.; ZHAO, J. Breast Cancer:
Epidemiology and Etiology. Cell biochemistry and biophysics, p. 1-6, 2014.

VADASZ, Z.; TOUBI, E. FoxP3 Expression in Macrophages, Cancer, and B Cells—Is
It Real? Clinical review Allergy and Immunology. v. 016., p. 8572, 2016.

VO, JL.; YANG, L., KURTZ S.L.; SMITH, S.G.,, KOPPOLU, B.P,;
RAVINDRANATHAN, S.; ZAHAROFF, D.A.; Neoadjuvant immunotherapy with
chitosan and interleukin-12 to control breast cancer metastasis. Oncoimmunology,
v.3, n.2, jan 2015.

YE, L.; WEN, Z.; LI, Y.; CHEN, B.; YU, T.; LIU, L.; ZHANG, J; MA., Y.; XIAO, S.;
DING. L.; LI, L.; HUANG, Z. Interleukin-10 attenuation of collagen-induced arthritis is
associated with suppression of interleukin-17 and retinoid-related orphan receptor yt
production in macrophages and repression of classically activated macrophages.
Arthritis Research & Therapy. v.16, n. r96, 2014.



1392

1393

1394

1395

1396

1397

1398

1399

1400

1401

1402

1403

1404

1405

1406

1407

1408

1409

1410

1411

1412

1413

1414

1415

1416

1417

1418

1419

1420

Anexos

68




69

1421 ANEXO |
1422 COMPROVANTE DE PROTOCOLO NO CEUA/UFTM
PN
1).. 8 )Yy
_ Ministério ll’il l‘:du(:n‘du
Universidaude Federal do Fridngulo Mincire
Pro-Reitorin de Pesquisa ¢ Pos-( sraduacho
: CEUA - Comissiio do Etica no Uso de Animais
Av. Frei Paclino o 30 - 2* undar - Sala Al -~ CEA-Centro Educacional ¢ Admunistratin Balrro din
=2 CEP: 353025180 ~ Uberaba-MO ljl mll,\l(':): 5082 - F-mai A s - A Abadi
Comprovante de protocolo na CEUA - UFTM
( ) Ensmo (¢ ) Pesquisa
Niimero do protocolo: | « ¥ “]
Recebido por A Lo wsat
Secretana da CEUAUFTIY
‘ 7S jo6 [42
Consulte o andamento do protocolo no site da UFTM (ensino>pds-gradusgio>pesquisa CEUA>fistagem de projetos)
1423
1424
1425 ANEXO Il
1426 COMPROVANTE DE APROVACAO NO CEUA/UFTM
1427
1428
1429
287 Efeito da press3 bem estar animal Afonso Pelli Aprovado
25/06/2013 ito da pressdo sonora no bem estar anima onso Pelli 06/09/2013
288 Avaliagdo de mecanismos da apoptose no coracdo na doenga de Chagas ) \ . Aprovado
25/06/2013 | experimental Virmondes Rodrigues lunior 07/02/2014
289 Avaliagdo do infiltrado tumoral em camundongos induzidos a tumor de - . Aprovado
25/06/2013 | mama tratadas com células dendriticas. =ddie Fernando Candido Murta 18/10/2013
290 Andlise da expressdo de fatores de transcricdo ligados aos perfis TH1, TH2, Aprovado
TH17 e Treg, em camundongos com tumor de mama tratados com células Marcia Antoniazi Michelin P
25/06/2013 » 18/10/2013
dendriticas.
291 Formagdo de sistema tampdo em dguas de aquarios com guaru, Peecilio Af pelli Retirado
26/06/2013 reticulata Peters, 1859. onso el 14/03/2014




