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RESUMO

Os linfocitos tumor infiltrantes (TIL) sdo células da linhagem linfoide (linfécitos)
encontradas nos tecidos tumorais capazes de promover uma resposta antitumoral eficiente
contra varios tipos de canceres. Neste trabalho procuramos compreender como essas
células atuam no cancer de mama murino induzido pela linhagem celular 4T1, sendo esta
semelhante ao cancer mamario triplo negativo em mulheres, e quais sdo 0s mecanismos
desencadeados ap0s a imunoterapia com TIL. No presente trabalho foram utilizados 54
camundongos separados em trés grupos experimentais: (n=6) grupo controle, (n=12)
grupo tumor isento de tratamento e (n=12) grupo TIL recebendo 2 doses da imunoterapia
com TIL; e para producdo da imunoterapia foram utilizados 24 animais (1 animal por
indculo), induzidos ao cancer de mama murino e apos 28 dias de desenvolvimento, 0s
animais foram eutanasiados e as amostras tumorais foram dissecadas mecanicamente para
coleta dessas células, e cultivadas posteriormente com IL-2. Ao longo do processo de
desenvolvimento tumoral dos grupos experimentais, mensuramos estes volumes tumorais
macroscopicamente no intervalo de 2 dias a partir do sétimo dia de indu¢do tumoral, e
observamos que a imunoterapia condicionou diminuicao estatisticamente significativa do
crescimento tumoral no grupo tratado (p<0,0001). Analisamos tanto em tumor como em
baco por citometria de fluxo um aumento de linfocitos T totais (CD3+), T auxiliares
(CD4+), T citotoxicos (CD8) e a expressdo e secre¢do de CD25, IFN-y, IL-2, IL-10 e
TNF-a por linfocitos T auxiliares e linfocitos T citotoxicos. Observamos também nessas
duas linhagens celulares a baixa expressao e secre¢éo significativa de CD25, IL-2, IL-10,
e a alta secre¢do de IFN-y em amostras tumorais. O TNF-a foi altamente secretado em
linfocitos T auxiliares, mas ndo em linfocitos T citotoxicos, em amostras tumorais; no
baco, a secrecdo dessa citocina apresentou-se aumentada em ambos fendtipos
linfocitarios. O TGF-B e a IL-12 foram dosados por ELISA em sobrenadante de cultura
de células tumorais e ambas citocinas apresentaram altas concentra¢fes no grupo TIL.
Atraveés da coloracdo de H&E, observamos diminuicéo significativa de focos metastaticos
em figado no grupo tratado em comparacdo ao grupo tumor. Embora as repostas
imunologicas em ambas amostras se comportem diferentes, a imunoterapia obteve

resultados significantes contra o cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. IL-2. Imunoterapia. Linfocitos Tumor-Infiltrantes.



ABSTRACT

Tumor infiltrating lymphocytes (TIL) are cells of the lymphoid lineage (lymphocytes)
found in tumor tissues capable of promoting an efficient antitumor response against
various types of cancer. In this work, we tried to understand how these cells act in murine
breast cancer induced by the 4T1 cell line, which is similar to triple negative breast cancer
in women, and what are the mechanisms triggered after immunotherapy with TIL. In the
present study, 54 mice were divided into three experimental groups: (n=6) control group,
(n=12) tumor-free group and (n=12) TIL group receiving 2 doses of immunotherapy with
TIL; and for the production of immunotherapy, 24 animals were used (1 animal per
inoculum), induced to murine breast cancer and after 28 days of development, the animals
were euthanized and the tumor samples were mechanically dissected to collect these cells,
and later cultured with IL -two. Throughout the tumor development process of the
experimental groups, we measured these tumor volumes macroscopically in the 2-day
interval from the seventh day of tumor induction, and we observed that immunotherapy
conditioned a statistically significant decrease in tumor growth in the treated group (p<0,
0001). We analyzed both tumor and spleen by flow cytometry an increase in total T
lymphocytes (CD3+), T helper (CD4+), cytotoxic T lymphocytes (CD8) and the
expression and secretion of CD25, IFN-y, IL-2, IL- 10 and TNF-a by helper T
lymphocytes and cytotoxic T lymphocytes. We also observed in these two cell lines the
low expression and significant secretion of CD25, IL-2, IL-10, and the high secretion of
IFN-y in tumor samples. TNF-o was highly secreted in helper T lymphocytes, but not in
cytotoxic T lymphocytes, in tumor samples; in the spleen, the secretion of this cytokine
was increased in both lymphocyte phenotypes. TGF-f and IL-12 were measured by
ELISA in tumor cell culture supernatant and both cytokines showed high concentrations
in the TIL group. Through H&E staining, we observed a significant decrease in metastatic
foci in the liver in the treated group compared to the tumor group. Although the immune
responses in both samples behaved differently, the immunotherapy obtained significant

results against breast cancer.

Keywords: Breast cancer. IL-2. Immunotherapy. Lymphocyes Tumor-Infiltrating
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1 INTRODUCAO

O céncer de mama é uma enfermidade bem presente no mundo. A incidéncia de novos
casos de cancer de mamas em mulheres no ano de 2020 foi de 2,3 milhes, incluindo homens
e mulheres. (INCA, 2022). Sendo assim, € considerado um grande problema cronico e de
extrema importancia para a salde publica, 0 que torna um campo de pesquisa promissor e
essencial. (INCA, 2022).

O cancer mamario possui propriedades clinicas e patologicas agressivas, e tratamentos
diversos (BAI, 2020). O cancer de mama mais agressivo ja conhecido, o triplo negativo,
compreende até 20% de todos 0s casos e possui caracteristicas histologicas de alto grau de

invasdo, fisiopatogenia agressiva e com alta incidéncia de metastases (JANSSON S, 2018).

Acredita-se que os tumores mamarios tenham um padrdo Orgdo-especifico para
metastases, sendo que os sitios mais comuns de metastases nesse caso sao: 0ssos, pulmdes,
cérebro e o figado, sendo que qualquer 6rgdo pode ser alvo da lesdo. (KIM, 2021). A cirurgia,
radioterapia e quimioterapia sdo as trés principais medidas de tratamento atualmente contudo,
condiciona varios efeitos colaterais expressivos. (NASCIMENTO CS,, et al., 2021)

Sendo assim, as pesquisas para combate ao cancer de mama tém sido desenvolvidas
mediante a necessidade de compreender os mecanismos envolvidos, usando uma linhagem
celular em modelos experimentais que possuam semelhanga com a patogenia nos tumores
mamarios em mulheres (VIEIRA J, et al., 2021).

1.1 MODELOS EXPERIMENTAIS E LINHAGEM CELULAR 4T1

O inicio das pesquisas em cancer de mama em modelos experimentais foi descrito por TAO
(2008), e eram feitas incialmente a partir das préprias células cancerosas da linhagem humana
injetadas nos animais. Contudo, observou-se que 0 comportamento carcinogénico como a
progressdao do tumor, metastases ou desenvolvimento do microambiente tumoral eram

insuficientes ou pobres em comparacdo a real patogenia. Ou seja, um modelo falho.

Mediante isso, comecou-se a utilizacdo de modelos experimentais mais especificos como

os camundongos fémeas Balb/c, pois a isogenia desses animais leva a padronizagdo e
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estabilizacdo do modelo neoplésico (YANG L., et al., 2020). Subsequente ao modelo
experimental, inicializou a utilizacdo da linhagem celular 4T1 para cancer de mama especifica
para este modelo (YANG L., et al., 2020).

Esta linhagem possui propriedades de se desenvolver in vitro e in vivo, em modelos Balb/c.
Por exemplo, YANG L., et al., (2020) demonstraram que tanto o tumor primario desenvolvido
pela 4T1 como 0s mecanismos de metastase crescem exponencialmente quando inoculado na
glandula mamaria, sendo que nos 18° a 26° dias ap6s inducdo tumoral o nimero e volume

médio das metéstases crescem significativamente.

Portanto, o desenvolvimento tumoral, imunopatologia e carcinogénese comecgou a ser
suficiente para estudos na area (AMANI D., et al., 2021).

1.2 RESPOSTA IMUNE A TUMORES

A presenca do sistema imunoldgico é algo que permeia todos os canceres, sendo assim,
ha todo um infiltrado celular que comp®e os tumores solidos ou sistémicos (COUSSENS et al.,
2013). O céancer é visivel para as células de defesa e esses antigenos tumorais séo classificados
como imunogénicos entdo, possuem capacidade de desencadear uma resposta imunoldgica, o
que leva este sistema ser extremamente importante no combate aos tumores mediante diversos
mecanismos e componentes para tentar defender o hospedeiro com eficacia. (PALUCKA A.,
COUSSENS L. 2016).

Os tecidos tumorais estabelecidos no hospedeiro compdem vastas conexdes entre duas
linhagens celulares locais ou até mesmo sistémica que podem compor seu desenvolvimento ou
comprometer, sendo essas mieloides e linfoides (PALUCKA A., COUSSENS L. 2016).

Segundo PALUCKA (2016), as células mieloides possuem funcdes essenciais no
desencadear de toda a resposta imunoldgica antitumoral. Essa linhagem vinda de células
pluripotentes, a diferenciam em varios outros tipos celulares diferentes como células dendriticas
(DCs), macrofagos, granulécitos e, possuem fungdes como captura de antigenos, apresentacdo
e funcdes efetoras nas respostas antitumorais.

Dentre essas células e funcbes, existe um grupo celular especifico denominado de

células apresentadoras de antigenos (APCs), composto por celulas dendriticas, macréfagos e
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linfocitos B, que processam e apresentam antigenos proteicos via MHC (major
histocompatibility complex) | e Il aos linfocitos T (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998).

A linhagem celular linfoide € composta por linfocitos T que recebem essa apresentacao
antigénica por MHC em seu TCR (receptor de célula T), células natural Killer (NK), células T
9, células NKT (natural killer T) e células B (PALUCKA 2016). Além disso, € bem difundido
na imunologia que os linfécitos T possuem tipos e subtipos com funcionalidades diferentes
sendo linfécitos T CD8 (linfécitos citotoxicos), linfocitos T CD4+ (linfécitos auxiliar) com
comportamento Thl, Th2 e Treg (TAY ER., etal., 2021).

Os linfécitos T CD8 sdo ativados ap6s a comunicacao via MHC do tipo | pelas células
apresentadoras de antigenos e moléculas co-estimulatorias (CD80/86), sendo células
potencialmente eficazes nas funcgdes efetoras anticancerigenas (VAN DER LEUN AM,, et al.,
2020). Tais fungbes possuem um Unico objetivo de destruir células alvo a partir da secrecao de
altos niveis de enzimas citotoxicas como granzimas e perforinas (ZHANG G., et al., 2021).
Além disso, Appay et al. (2008) nos mostram que essas células possuem capacidade de
estabelecer memdria imunologica, levando assim cada vez mais a eficacia antitumoral partindo
do principio que essa geracdo de CTL (linfécito T citotoxico) € ativada mais rapidamente apds
a reexposicao ao antigeno.

Em funcionalidade diferente, os linfécitos T auxiliares ndo possuem capacidade
citotoxica direta pela liberagdo de enzimas citoliticas, contudo, desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento e manutencdo da imunidade antitumoral eficiente, mesmo
gue certas imunoterapias na atualidade visam ativar a resposta mais acentuada de CTL (TAY
et al., 2021). A versatilidade funcional dessas células as torna essenciais na resposta contra o
tumor, mas essas sdo susceptiveis ao TME (microambiente tumoral), e aos sinais presentes
neste meio, levando a diferenciacdo do perfil desses linfocitos auxiliares (TAY et al., 2021).

O perfil Thl das células T auxiliares esta altamente vinculado a respostas contra tumores
devida secrecdo de IFN-y e TNF-o, levando ao perfil inflamatorio conduzido por essas
citocinas, e ser considerado o principal perfil antitumoral e alvo das imunoterapias na ultima
década (YIN X., EISENBARTH S. C. 2021). O perfil Th2 esta vinculado a resposta do tipo
humoral, acumulo de eosindfilos, producdo de IgE e muco pelas células epiteliais pela alta
secrecdo de IL-4, e fora provado em estudos com camundongos que este perfil esta associado
a evasao imune tumoral (TOSOLINI M., et al., 2011). Por ultimo, o perfil Treg (T regulatorio),
estd associado ao equilibrio das respostas imunes onde seu principal papel é preservar o

hospedeiro de desencadear uma resposta exacerbada frente ao antigeno, levando a expressao de
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antigenos aut6logos até a autoimunidade (GOSCHL L., et al., 2019). Entretanto, embora essa
célula tende a controlar e manter a homeostase imunoldgica, ha relatos de vastos infiltrados
dessas células em tecidos tumorais em estado altamente ativo e proliferativo onde a célula
tumoral usa ao seu favor modulando toda a resposta, por exemplo: inativando expressdes de
CD80/86 em células APCs, para que ndo haja eficiéncia na apresentagdo desses antigenos ao
linfocitos T naive; a vasta expressdo de CD25 em Treg no tumor faz com que haja a captura de
IL-2 no TME, ndo deixando esta interleucina ativar outras células potencialmente antitumorais,
como T CD8 (fenomeno esse mencionado como “supressio mediada por células Treg”)
(TANAKA A., SAKAGUCHI S., 2019). Levando em consideragéo essas funcionalidades das
células regulatérias, Sato et al. (2016) nos mostram que a deplecdo dessas células no TME é
eficiente para tratamento, aumentando a resposta terapéutica, condicionando supressdo e até

mesmo erradicacao tumoral.

1.2.1 ATIVACAO DE LINFOCITOS T SIMULTANEA A EXPRESSAO DE CD25

O cluster of differentiation 25 (CD25) também conhecido com ILR2A, é um receptor
presente na camada externa da membrana citoplasméatica dos linfécitos T ativados,
principalmente T regulatorios (LI J., et al., 2020). Sendo assim, como marcador de ativacdo
linfocitaria, este cluster ndo é expresso em células T naive (nédo ativadas via MHC/TCR), células
T foliculares e até mesmo células T de meméria. (PENG Y., et al., 2022).

Em relacdo a tumores sélidos humanos, estudos abordam que o CD25 muito expresso
em Tregs levam estas células a se infiltrarem nesses tumores e condicionam o escape tumoral,
invasdo no microambiente e até metastases (PENG Y., et al., 2022).

Tratando-se de um receptor, o estimulo feito neste é através do seu ligante IL-2
(interleucina 2), que apds a estimulagdo, condiciona a proliferagdo e diferenciacdo de células T
(PENG Y., etal., 2022).

Posto isto, a diferenciacdo desses linfocitos auxiliares e seus fenotipos mencionados
anteriormente, sdo mediados e induzidos a partir dos estimulos que permeiam toda resposta

imunologica, sendo esses condicionados pelas citocinas (AKSOYLAR H., et al., 2020).
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1.2.2 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DO INTERFERON GAMA (IFN-y)

O IFN-y ¢ uma citocina de dupla acao nas respostas imunoldgicas inatas e adaptativas
sendo que, produzida principalmente por células natural killer (NK) na resposta inata; e por
células Th1 e citotoxicas na resposta adaptativa (BURKE J. D., YOUNG H. A. 2019). Somando
a isso, células T possuem propriedades de secrecdo autdloga desta citocina, ou seja, através de

um feedback positivo, essas células se estimulam constantemente (ALSPACH E., et al., 2019).

Biologicamente considerada uma citocina pleiotropica, sua nomenclatura como
“interferon” se da pela interferéncia no RNA viral quando fora descoberta e suas
funcionalidades se dao por efeitos antivirais, antitumorais e imunomoduladoras (MENDOZA
J. L., etal., 2019).

Considerando esta no microambiente tumoral, o IFN-y possui propriedades antitumorais
diretas onde os estimulos feitos em células adjacentes condicionam o aumento dessa resposta,
levando células tumorais a morte (MAIMELA N. R., et al., 2018).

O IFN-y exerce funcionalidades nos macrofagos, aumentando sua capacidade de
resposta a moléculas inflamatdrias, capacidade de destruir células tumorais, estimular
recrutamento de células T para o tecido tumoral e reduz crescimento tumoral; nas células
dendriticas, ha regulagdo positiva dos complexos MHC I e 11 a qual estimula as funcionalidades
de células T, além de evitar a super ativacao e exaustdo dessas respectivas respostas; nas células
T, ha estimulacdo da resposta Thl e inibicdo de Th2 e Th17, aumento da citotoxicidade e
inibicdo de Tregs (linfécitos T regulatorios) (JORGOVANOVIC D. et al., 2021).

1.2.3 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DA INTERLEUCINA 2 (1L-2)

Morgan., et al (1976), descobriram a interleucina 2 (IL-2), como um fator de
proliferacdo de celulas T. Ao se tratar de uma citocina pleiotropica, a IL-2 se destaca por ser
secretada por linfocitos T e manter o controle da proliferacédo e ativagdo dessas células (ROSS
S. H.,, CANTRELL D. A. 2018).

Possuindo capacidade de imunomodular as células e respostas imunolégicas, a IL-2
possui varias funcgdes tanto em células T maduras como imaturas, por exemplo: em células

auxiliares naive, pode suprimir o efeito proliferativo do perfil T regulatério, imunossupressor e
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citocinas como TGF-B e IL-10; no perfil Thl aumenta capacidade pro-inflamatéria por
estimular citocinas como IFN-y e TNF-a; no perfil Th2, aumenta efeito pro-inflamatério pelas
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e em linfocitos T citotoxicos aumenta sua capacidade citotoxica ao
secretar mais granzimas, perforinas, IFN-vy, IL-2 autélogo e TNF-a (ROSS S. H., CANTRELL
D. A. 2018).

Atualmente os estudos sobre a funcionalidade da IL-2 ainda vém sendo pesquisados na
tentativa de descobrir novas atividades pois ja é claro que esta citocina possui dupla acéo,
principalmente em atividades antitumorais ao aumentar a proliferagdo de células T efetoras e
controlar a proliferacdo de células T regulatérias que podem ser usadas como escape
imunoldgico dos tumores (MULLARD A. 2021).

1.2.4 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DA INTERLEUCINA 10 (I1L-10)

A IL-10 foi descoberta e relatada primeiramente por ser secretada pelos linfocitos T
auxiliares do tipo Th2 e demonstrou inibir as fun¢des inflamatorias do perfil Thl, mas
atualmente vemos que células citotoxicas e da linhagem mieloide secretam tal citocina em
resposta a diferentes estimulos (SARAIVA M. et al., 2020). Macatonia et al (1993),
desenvolveram um estudo que demonstrou a atuacdo da IL-10 em células apresentadoras de
antigenos inibindo a producéo de citocinas inflamatérias como IFN-y em células Th1. Embora
antagobnica a citocinas inflamatdrias, ja foi relatado que a IL-10 acompanha a producéo de IFN-
v, IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17 (SARAIVA M. et al., 2020).

Por todas essas inibi¢bes inflamatérias conduzidas pela IL-10, ha vérios estudos que a
denominaram como uma citocina anti-inflamatéria, pois viram que esta previne a proliferacdo
de linfdcitos T mediante regulacdo negativa de MHC classe Il pelas células apresentadoras de
antigenos (OUYANG W., O’GARRA A. 2019).

Em relacdo aos tumores, a presenca da IL-10 em células T regulatorias esta associada a
contribuicdo da exaustdo das fungdes efetoras dos linfécitos T citotdxicos, sendo assim, a
presenca desta citocina foi correlacionada ao mau prognostico em varios microambientes
tumorais (SAWANT D. V., et al., 2019). Contrapondo aos efeitos negativos, varios estudos nos
mostram caracteristicas multifuncionais da IL-10 mediante sua atuacdo em células mieloides,

linfoides, e as diferentes funcionais desencadeadas pelos tipos tumorais diversos (SARAIVA
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M. et al., 2020). Por exemplo, estudos nos mostram que a I1L-10 pode promover aumento da
infiltracdo de células T CD8 que medeiam a resposta citotdxica, induz a producao de IFN-y que
por feedback aumenta a resposta Th1l inflamatéria de linfocitos CD4 e, em modelos de cancer
de mama, o bloqueio do receptor de IL-10Ra (receptor da IL-10), potencializa a terapéutica da

quimioterapia nos pacientes (RUFFELL B. et al., 2014).

1.2.5 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DO TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA
(TNF- a)

O fator de necrose tumoral € uma citocina produzida principalmente por macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, linfdcitos T, células natural killer (NK) e células tumorais onde
a sua secrecdo é bem acentuada conforme aumenta os estagios do tumor (WANICZEK D., et
al 2022; CRUCERIU D., et al 2020).

O TNF-a ¢ considerado um dos principais mediadores inflamatorios e vitais para
manutencdo da resposta imunoldgica, contudo, essa citocina pleiotropica também possui
funcgBes efetoras anti-inflamatorias (WANICZEK D., et al., 2022). Fora visto também que
qguando produzida por células hospedeiras no TME (microambiente tumoral), a inflamacéo
estabelecida leva ao crescimento tumoral, embora ja foi relatado casos antitumorais
(CRUCERIU D. 2020).

1.2.6 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DO TRANSFORMING GROWTH FATOR
BETA (TGF-B)

Esta citocina € uma representacdo de uma super familia de fatores de crescimento beta
que contém cerca de mais de quarenta outras citocinas, possuindo diversas sinalizacGes
responsaveis pela transdugdo dos sinais feitos na membra celular das células até o nucleo,
levando as funcionalidades de proliferacéo, diferenciacao, apoptose, migracdo e a progressdo
do céncer (ZHAO M. et al., 2018).

Dentre essas funcionalidades, conseguimos enxergar que em relacdo ao cancer, essa
citocina possui propriedades apoptoticas e progressivas (SYED V. 2016). O TGF- possui um
papel supressor onde o ciclo celular € pausado e a consequéncia é a apoptose em estagios
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iniciais, mas conforme h& progressdo tumoral, os mecanismos de escape do tumor
desencadeiam resisténcia a este efeito, e tardiamente usa esta citocina para aumentar a
angiogénese tumoral, levando a maior fonte de nutrientes e por fim, favorece metastases (XIE
F., et al 2018).

Em relacdo aos linfécitos citotdxicos, esta citocina pode proporcionar supressao da
ativacdo dessas células, bem como a producdo de IFN-y, granzimas B e perforinas mediante
regulacao do fator de transcricdo Nf-kp (UNGEFRORN H. 2019). Além disso, 0 CD4+ Foxp3+
(T regulatdrio), intratumoral pode ser induzido e mantido por essa citocina. De carater
antitumoral, o TGF-B participa da ativacdo dessas células pelo aumento da proliferacdo do
receptor de IL-7, que por sua vez estimulado controla a diferenciacdo de células T CD8
(MARUYAMA T., et al.,, 2022). Ja em linfocitos auxiliares, foi demonstrado que apés
estimulacdo desses fatores de crescimento beta, a producdo IL-9 e diferenciacdo celular neste
perfil melhora a imunidade antitumoral (ROY S., et al., 2021).

1.2.7 SECRECAO E FUNCIONALIDADE DA INTERLEUCINA 12 (IL-12)

A citocina heterodimérica IL-12, produzida por células apresentadoras de antigenos na
resposta antitumoral, é descrita funcionalmente favoravel a diferenciacdo de linfécitos
auxiliares ao perfil Thl, além de induz a producdo de IFN-y pelas células NK e células T, e
aumentar a geracdo e atividade de linfécitos citotdxicos pela ativacdo de proteinas transdutoras
de sinal e ativadoras da transcricdo STAT4 (LIASKOU E. et al., 2018).

A atuacdo dessa interleucina é importante em células linfoides pois a secrecdo dessa
citocina promove um impacto significativo na resposta imunoldgica local, ativando as células
T CD8 a exercerem seu papel citotoxico e recrutando mais células imunes inatas (NOVAIS F.
O., et al., 2018). No microambiente tumoral, a presenca da IL-12 pode potencializar a
vascularizagédo do tecido aumentando moléculas de ades&o, promovendo recrutamento de mais
leucdcitos e pela inibicdo de neovascularizacdo por intermédio de IFN-y (LU X., 2017). O
envolvimento dessa citocina em linfocitos T auxiliares e citotdxicos proporciona aumento tanto
de suas funcionalidades efetoras como também de memdria, potencializando os efeitos
antitumorais e aumentando a sensibilidade desses linfocitos em iniciar uma resposta
imunoldgica mais rapida (AHRENDS T. et al., 2019).



18

1.3 LINFOCITO TUMOR INFILTRANTE (TIL)

Os linfdcitos tumor infiltrantes (TIL) sdo células da linhagem linfoide, mononucleares,
heterogéneas, com capacidade de infiltrar no microambiente tumoral (KAZEMI M. H., et al.,
2022).

Segundo Stanton e Disis (2016), todos os subtipos de cancer de mama tém tumores com
infiltrado de TIL baixo, intermediario ou alto. As respostas imunologicas nos tecidos tumorais
sdo impulsionadas pelas fun¢des especificas dessas células, levando entdo a serem mediadores
fortes no progndstico de pacientes oncoldgicos (DA SILVA P., et al 2019; SASAGU K., et al.,
2019)

O céncer de mama triplo-negativo (NT) tem maior probabilidade de desenvolver
tumores com infiltracdo linfocitica (> 50%), ou seja, cancer de mama dominado por linfécitos,
e cada aumento de 10% no TIL, pode obter o maior beneficio de sobrevivéncia (STANTON,
E. S; DISIS M. L 2016). Quanto maior presenca e ativacdo de linfocitos T, melhor a resposta,
contrapondo isso, a exaustdo dessas células modula negativamente as respostas imunoldgicas
antitumorais (CANALE F. P., 2018)

As células linfocitarias em tecidos tumorais possuem funcdes citotoxicas e moduladoras
para matar células tumorais, sendo entdo alvo de imunoterapias (KAZEMI M. H., et al., 2022).
O tratamento com essas células é chamado de terapia celular adotiva (ACT), onde os linfocitos
tumor infiltrantes sdo ressecados cirurgicamente, cultivados e ativados in vitro, e reinfundidos
no paciente (HALL M. et al., 2016).

A esséncia dessa imunoterapia com linfdcitos tumor infiltrantes tem como objetivo a
ativacdo dessas células de maneira in vitro pelo cultivo das mesmas estimulas com IL-2, uma
citocina autéloga especifica para proliferacdo e ativacdo de linfécitos e mesmo que fora do
hospedeiro, os TIL isolados de tecidos mamarios malignos possuem capacidades antitumorais
pela secrecdo de citocinas frente as células tumorais (KAZEMI M. H., et al., 2022). A
estimulagdo dos TIL condicionada por essa citocina, tende a aumentar fatores de sobrevivéncia
para essas células infundidas, a qualidade de ativacdo, a quantidade celular e seu
reconhecimento ao antigeno a ser combatido (GEUKES FOPPEN M. H. et al., 2015)



19

Os perfis de linfocitos sdo amplamente encontrados nos infiltrados, mas o acumulo de
células T reguladoras inibem as funcbes efetoras e a composi¢do clonal de linfocitos T
citotoxicos, levando comprometimentos significantes no combate ao cancer. (NOYES D., et
al., 2022). Portanto, reduzir tal perfil comprometedor tende a melhorar a eficacia da
imunoterapia (KAZEMI M. H., et al., 2022). Estudos atualmente mostram que TIL expandidos
in vitro possuem capacidade de reprogramacéo celular, levando a atuarem como linfdcitos

efetores de uma resposta antitumoral positiva (HALL M. et al., 2016)

1.4 METASTASE HEPATICA

Metéstase por definicdo é o desprendimento de células tumorais do foco primario, e por
selecdo especifica, migram e infiltram em dérgéos distantes e finalizam em tumores secundarios
(HU Z., CURTIS C. 2020). Mediante carcinogénese e agressividade no tumor de mama triplo
negativo, as metastases sdo consideradas a segunda principal causa de morte por neoplasias
(SCHITO L., REY S. 2017). O processo metastatico envolve diferentes etapas, como escape de
células cancerosas do tumor primario, intravasamento, sobrevivéncia, extravasamento no local
secundario e crescimento (MAJIDPOOR J., MORTEZAEE K. 2021).

O processo inicial de escape e disseminacdo dessas células necessita que essas
modifiquem seu fendtipo invasivo e perfil de fixacdo, onde geralmente as células tumorais
mamarias sdo disseminadas como fitas multicelulares mantendo ainda a ades&o célula a célula
devidas caracteristicas de invasdo coletiva (LO H. C., et al.,, 2020). O processo de
intravasamento depende da capacidade dessas células tumorais fazerem a transicdo epitélio-
mesenguimal (EMT) e produzir proteases, como fatores intrinsecos; e atividade de neutréfilos
tipo N2, fibroblastos e macrofagos M2, como fatores extrinsecos (ANDERSON R. L., et al.,
2019). Apos o desprendimento do foco primario, essas células véo para a corrente sanguinea
até a chegada no 6rgdo secundario, porém, embora haja nutrientes na corrente sanguinea, essas
células enfrentam estresse oxidativo, forcas de cisalhamento e a resposta imunolégica
(GARCIA-JUMENEZ C., GODING C. R. 2019). O extravasamento metastatico depende da
interacdo de células tumorais na corrente sanguinea com as moléculas de adesdo tanto nas
células como nos 6rgéos alvo de metastases (BERSINI S, et al., 2018). Embora a maioria das

células cancerosas sdo condenadas a morrer, quando ha essa invasao, as sobreviventes entram
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em estados de dorméncia ou proliferacdo, sendo capazes de ficarem inativas por um tempo ou
desenvolver os tumores secundarios (BIRKBAK N. J, MCGRANAHAN N. 2020).

A metastase hepatica possui um prognoéstico negativo e explorar os novos modelos de
terapia contra tumores primario e consequentemente, secundarios no figado, torna-se alvo

importante de pesquisas (YING X, et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

E importante entender e estudar a abrangéncia dos mecanismos imunoldgicos para
pesquisar intervengdes terapéuticas que resultam em melhores prognosticos no controle das
neoplasias. Portanto, esse trabalho busca analisar os efeitos imunoldgicos da imunoterapia
celular adotiva, utilizando linfécitos tumor infiltrantes (TIL), sobre modelo experimental de
cancer mamario em murinos Balb/c, induzido pela linhagem celular 4T1.

Os camundongos Balb/c sdo isogénicos, ou seja, geneticamente idénticos. Sendo assim,
justificando a escolha desse modelo experimental devida resposta imunoldgica frente ao tumor
ser idéntica entre os animais, e possuir 95% de semelhanca com as respostas em humanos,
trazendo entdo fidedignidade nos resultados. Além do mais, a utilizacdo da linhagem celular
4T1 que induz o cancer mamario nesses animais se justifica pois a fisiopatologia, carcinogénese
e agressividade sdo semelhantes ao cancer mamério mais agressivo em mulher, o triplo
negativo.

Mediante este estudo, uma nova abordagem terapéutica eficiente pode ser estudada com
a finalidade de avaliar seus efeitos positivos contra o cancer de mama. O foco é desenvolver e
contribuir de uma forma direta no tratamento de novos casos, de uma maneira eficiente e com
efeitos colaterais minimos, colaborando entdo com o servi¢o a salde a populacdo, gerando um
impacto social mundial tendo em vista que a taxa de incidéncia desse cancer na humanidade é

elevada.
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3 HIPOTESES

Espera-se encontrar resultados que comprovem que a imunoterapia com linfocitos

tumor infiltrantes é eficaz contra o cancer de mama.

Essa busca se deve a propria fisiopatologia do cancer, que com caracteristica
imunossupressoras, inibem o sistema imunoldgico da sua acdo antitumoral. Neste contexto, 0s
linfocitos auxiliares e citotdxicos atuam no combate as células tumorais apds a apresentacdo
desses antigenos e a secre¢do de citocinas moduladoras. Algumas citocinas, como a IL-2, fazem
parte da proliferacdo e ativacdo de linfocitos e automaticamente, aumento dos efeitos exercidos
por essas células. Sendo assim, nosso trabalho se fundamenta na hip6tese de que reinfundir
esses linfocitos que estdo localizados no tumor sélido, ativados sob influéncia da IL-2, se

tornam capazes de modular uma resposta antitumoral efetiva.

Sendo assim, presumimos que essa imunoterapia consiga obter efeitos antitumorais
eficientes onde diminuem o desenvolvimento tumoral, modulam as respostas imunolégicas no

microambiente tumoral e sistemicamente, e reduzem areas metastaticas.
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4 OBJETIVOS GERAIS

Este estudo tem por objetivo avaliar a eficacia da imunoterapia com linfécitos tumor
infiltrantes em camundongos Balb/c submetidos a indugdo de cancer de mama pela linhagem
celular 4T1, ao analisar a progressao tumoral, marcadores e citocinas que permeiam a resposta

antitumoral e quantificar areas metastéaticas.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar o volume tumoral dos grupos tratados e nédo tratados;

e Analisar por citometria a expressdo de CD3+, CD4+ e CD8+ em amostras
tumorais e esplénicas;

e Analisar por citometria CD25+, IFN-y+, IL-2+, IL-10+, TNF-a+ expressos e
secretados por células T CD4+ (auxiliares) e CD8+ (citotdxicas), em tumor e
baco;

e Quantificar por ELISA TGF-p e IL-12 no sobrenadante de células tumorais 24
e 48 horas nos grupos tratados e néo tratados;

e Quantificar areas metastaticas em figado dos grupos tratados e nao tratados.
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5 METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica no uso de Animais — CEUA, da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, sob nimero de processo 23085.008739/2020-24.

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 54 camundongos (30 grupo
experimental, 24 producdo da imunoterapia), fémeas da linhagem Balb/c com idade de seis
semanas, provenientes do Biotério Central da UFTM — Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro. Os animais passaram por habituacéo no Biotério Setorial do Instituto de Pesquisa em
Oncologia— IPON, onde ficaram acomodados em gaiolas com dimensdes de 305x198x133 mm,
separados em diferentes grupos experimentais, sendo submetidos a ambientes ciclo claro-
escuro (12 em 12 horas), em temperatura controlada (22 °C +/-2 °C), alimentagdo e agua ad

libitum.

5.1 GRUPOS DE ANIMAIS

O grupo de estudo experimental foi composto por 30 camundongos Balb/c fémeas
adultas e foram divididos em trés grupos experimentais: (n=6) Grupo Controle (GC), isentos
de inducdo tumoral com a linhagem 4T1 e tratamento com a imunoterapia com linfécitos T
infiltrantes; (n=12) Grupo Tumor (GT), submetidos a indug&o tumoral e isentos de tratamento;

(n=12) Grupo Tratado (TIL), submetidos a indugdo tumoral e ao tratamento.

Tabela 1 — Divisdo dos grupos experimentais.

Grupos Quantidade de 4T1 Tratamento TIL
animais (n) (2x10° (5,0x108
células/inéculo) células/inoculo)
GC 6 - -
GT 12 + -

TIL 12 + +
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5.2 FLUXOGRAMA DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

O desenvolver do experimento foi realizado em duas etapas descritas abaixo:
fluxograma para produgéo da imunoterapia e fluxograma experimental (grupos experimentais)

Primeiramente, 0s 24 animais compondo o grupo da producdo da imunoterapia, foram
induzidos a linhagem celular 4T1 para obtencdo das doses, seguindo um padrdo de 1:1
(animal/dose). Os animais foram eutanasiados por superdosagem anestésica (Cetamina 300
mg/kg e Xilazina 30 mg/kg intraperitoneal), apds 28 dias de indugdo tumoral e a cultura das
células do tumor foi feita, com uma Unica estimulacéo por IL-2 (10 pg/mL). Apds 14 dias em

cultura, a imunoterapia foi finalizada.
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4T1 (Balb/c) (Balb/c) Finalizada

Figura 1: Fluxograma da producdo da imunoterapia. Descricdo ilustrativa do fluxo da producdo da
imunoterapia com a apresentacdo dos processos e dias envolvidos.

Os 12 animais compondo o grupo TIL, foram submetidos a linhagem 4T1 e submetidos
a imunoterapia com linfécitos tumor infiltrantes 14 e 21 dias ap6s a inducao tumoral. O grupo
tumor foi composto por 12 animais unicamente submetidos a inducdo tumoral. Os animais de
ambos grupos foram eutanasiados por superdosagem anestésica (Cetamina 300 mg/kg e
Xilazina 30 mg/kg intraperitoneal), e as amostras de tumor, baco e figado foram levadas para

analises.
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Figura 2: Fluxograma grupo tumor e TIL. Descrigdo ilustrativa do fluxo do grupo tratado com TIL e
apresentagdo dos processos e dias envolvidos na imunoterapia com linfocitos tumor infiltrantes.

Os animais do grupo controle (n=6), foram submetidos somente a adapta¢do obrigatéria
no biotério regional e logo apds, eutanasiados isentos de quaisquer procedimentos, seja indugdo
tumoral ou na imunoterapia com linfdcitos tumor infiltrantes. Assim como aos outros grupos,
no grupo controle também foi coletado bacgo e figado dos animais para andlises.

Sendo assim, todos os fluxogramas dos grupos foram organizados em um anico fluxo

experimental.
-Dia 28 - Dia 21 - Dia 14 -Dia7 Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
: : Grupo Vacina Grupo Vacina 1° dose 2° dose
GI Ve
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Inducao Inducio Eutalnlas!u e Eula?tasta e finalizada finalizada
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4T1 4T1 (tumor) com (tumor) com
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Indugdo 1° dose 2° dose Eutandsia
Tumoral
4T1
Grupo tumor Grupo tumor
Indugdo Eutandsia

Tumoral
4T1

Grupo controle

Eutandsia

Figura 3: Fluxograma experimental. Descricdo ilustrativa do fluxo experimental total contendo todos os grupos
de maneira organizada para execucdo de todo projeto.

5.3 INDUCAO DE TUMORAL COM A LINHAGEM 4T1

As células da linhagem 4T1 foram mantidas em meio RPMI 1640 completo em estufa

de CO2 a 5% de umidade e & 37 °C. As células foram lavadas com solucdo fisiologica 0,9% a
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290 xg, 4 °C por 10 minutos em cada lavagem. Posteriormente foram injetadas com o auxilio
de uma seringa de 1mL, agulha 13x4,5 mm, em alta concentracéo celular de 2x10° células 4T1
em 50 pL de solugdo fisiologica (NaCl 0,85% estéril) na glandula mamaria abdominal direita
dos animais dos grupos que receberam inducdo tumoral (GT, TIL), isentos de anestesia.

Para a viabilidade das células tumorais em cultura, foi acompanhado diariamente por
visualizacdo microscopica para verificar se as células estavam saudaveis, com suas

caracteristicas proprias de proliferacdo e ativacao.
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Figura 4: Identificacdo das glandulas mamarias de camundongos. Representacdo anatémica das glandulas
mamarias dos camundongos, retirado de HONVO-HOUETO E., TRUCHET S. 2015.

5.4 PRODUCAO DA IMUNOTERAPIA DE LINFOCITOS TUMOR INFILTRANTES

Para producdo da imunoterapia com linfocitos tumor infiltrantes (TIL) ativados, foram
utilizados 24 camundongos da linhagem Balb/c submetidos a indugdo tumoral e eutanasiados
por superdosagem anestésica (Cetamina 300mg/kg e Xilazina 30 mg/kg), ap6s 28 dias de
progressdao tumoral, para retirada de TIL. Em seguida, o tecido tumoral foi divulsionado em
placa de Petri contendo solugdo fisiologica 0,9%. Depois, essas amostras foram peneiradas em
um anico tubo Falcon 15 mL por um “separador celular” (70 um nylon), lavado 2 vezes com
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640 incompleto) e 1 vez com RPMI 1640
completo por centrifugacéo a 290 xg, 10 minutos a 4 °C. Em seguida, foram contadas na camara
de Neubauer e distribuidos em garrafas de 15 mL na propor¢do 15x10° células em 1 mL,
estimulados com IL-2 (10 pg/ml) e levados a estufa 37 °C e 5% de CO2. Apds 14 dias em
cultura, os linfécitos ativados para imunoterapia foram lavados 3 vezes nas mesmas

especificacbes ja citadas, com solucdo fisiologica, contadas na camara de Neubauer e
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administrados no grupo tumor tratado (TIL) um volume celular total de 5,0x10° TIL, via
subcutanea (dorso), em 50 pL de solugédo fisiologica 0,9%. Em relacdo as aplicagdes, foram
administradas duas doses a partir do 14° dia de indugdo do grupo tumor tratado (TIL), com
intervalo de 07 dias (dia 14 e dia 21).

o
[V

Figura 5: Representacédo da administracdo da imunoterapia. llustracdo da técnica envolvida para tratamento
dos animais. Retirado do BioRender.

5.5 EUTANASIA E COLETA DE AMOSTRAS A SEREM ANALISADAS

Os grupos experimentais foram induzidos ao desenvolvimento tumoral pela linhagem
celular 4T1 e eutanasiados ap0os 28 dias por superdosagem anestésica (Cetamina 300 mg/kg e
Xilazina 30 mg/kg intraperitoneal). As amostras tumorais e esplénicas foram fragmentadas dos
grupos experimentais e destinadas para citometria de fluxo (descrito posteriormente) e cultura
de células. Ja o figado foi submetido ao processo de parafinizagdo, destinado a histopatologia.

Para cultura de células, os érgdos foram dissecados e divulsionados mecanicamente em
placa de Petri contendo 0,9% de solucéo fisiologica (NaCl 0,85% estéril) e peneiradas em um
tubo Falcon 50 mL. Apo6s duas centrifugaces a 290 xg, 10 minutos a 4 °C, as células foram
contadas em cdmara de Neubauer e distribuidos em garrafas de 15 mL na propor¢do 15x10°
células em 1 mL, estimulados com fitohemaglutinina (PHA) (10 pg/ml). Apés 24 e 48 horas
em estufa com 5% de CO2 a 37 °C, o sobrenadante foi coletado e armazenado -80 °C para
posterior analise por ELISA.

Em relacéo a parafinizacéo, os figados apds a eutanésia foram submersos em formalina
tamponada a 10% durante 24h e posteriormente, essas amostras passaram 30 minutos em cada
% de etanol, sendo 70%, 80%, 90%, 100% e xilol absoluto, nesta ordem. Em seguida,
submetidas a 20 minutos em xilol I, Il e 111, finalizando entdo em trés banhos de parafina em

um intervalo de 20 minutos cada.
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5.6 MENSURACAO DO VOLUME TUMORAL

Para andlise do volume tumoral, o desenvolvimento tumoral foi mensurado utilizando
paquimetro, a cada dois dias apds 07 dias a inducdo tumoral, e foi determinado usando a

seguinte férmula: [Maior didametro x (menor diametro?) /2].

5.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA HEPATICA

Em relacdo aos figados, apos a parafinizacdo ja descrita, a microtomia dos érgdos foi

executada com 10 um de espessura por corte e corado com hematoxilina-eosina.

As amostras foram capturadas pelo microscdpico Invertido Eclipse TI-E Nikon®, e
analisadas pelo Software NIS-Elements Advance Research ® da Nikon. Foram analisados 10
campos de cada corte, escolhidos de forma aleatoria, visualizados e capturados na objetiva de
40x, sendo este 0 padrdo adotado para todas as laminas. Dentre os dados que o software
disponibiliza, foram utilizados para analise a Area [px?], sendo 1,83 um/px2, e representado

graficamente em um?.

Os critérios fenotipicos para avaliacdo foram estabelecidos mediante comparacéo entre
carater de invasdo das células tumorais e células normais. Aquelas possuem caracteristica
invasiva disseminada e desordenada, enquanto estas possuem organizacao em toda estrutura do
tecido (VIEIRA J, et al., 2021).

5.8 CITOMETRIA DE FLUXO DAS CELULAS DO TUMOR E BACO

Os tumores e bagos imediatamente apds eutanasia foram divulcionados (1/3 de 6rgéao
por animal), em placa de Preti com solucéo fisioldgica, foram transferidos para tubos conicos
de 50mL. Apenas na amostra do bago, foi adicionado no tubo solucéo de lise (BD Biosciences
—FACSTM Lysing Solution) na proporgao de 1:10 durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Apos a centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante até que sobrasse somente o pellet rico em
células e depois lavado trés vezes com 30 mL de PBS em cada lavagem, a 290 xg, a 4 °C por
10 minutos. Foi adicionado 1 mL de PBS (0,1M, pH 7,2, ndo estéril) no precipitado celular

mais 2 uL da proteina transportadora inibitoria (BD Golgistop™) para cada 3 mL de solucao.
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Incubou-se por 20 minutos em geladeira a 4 °C seguido pela centrifuga¢do com 30 mL de PBS

para retirar 0s excessos de proteina.

Assim que centrifugado, foi retirado mais uma vez o sobrenadante e mantido o pellet
rico em células, e adicionado 1 mL de PBS para ressuspender as células, foi realizada a
contagem em camara de Neubauer. Depois, separado para os tubos de ensaio, foram realizadas
as marcacOes extracelulares com auxilio de pipeta 2 puL e incubadas na geladeira 4 °C por 30
minutos, no escuro. Posteriormente, foi feita a lavagem para retirada do excesso de anticorpo,
foi adicionada solucédo de permeabilizacdo e fixacdo (BD Cytofix/Cytoperm™), a 4 °C por 20

minutos, no escuro, para preparar as células para marcacdes intracelulares.

Apds as marcacOes intracelulares, as células foram novamente incubadas a 4 °C por 30
minutos, no escuro e lavadas com a solucdo tampéo (BD Perm/Wash™Buffer), 3 vezes, para
remocao do excesso dos marcadores. Finalizando entdo nas células ressuspensas em 500 uL de
PBS para leitura no citbmetro BD FACSCalibur™,

Tabela 2 — Marcacdes intra e extracelulares para células esplénicas e tumorais

Tubos Descrigao Marcagéo Marcagao
extracelular .
intracelular
) Ham IgG1 FITC Mouse 1gG2b PE
1 Isotipo 1
Mouse 1gG1 PercpCY 5.5 Rat IlgG2a APC
) Rat IgG1 FITC Rag 1gG2b PercpCY 5.5
2 Isotipo 2
Rat 19G2b PE Ham IgG1 APC
3 Isotipo 3 Mouse 1gG1 FITC Rat 19G2ak Alexa Fluor 488
. Rat 19G2b FITC
4 Isotipo 4 Rat 1gG1 APC
Rat 1gG2a PE
IFN-Y Alexa Fluor 488
CD4 PerCP CY 5.5
5 IL-10 FITC
CD3e APC
TNF-A PE
6 CD25 PE IL-2 Alexa Fluor 488
IFN-Y PercpCY 5.5
7 CD8a APC IL-10 FITC
TNF-A PE

Nota: Fluorescein Conjugate (FITC), 495-521nm; Phycoerythrin (PE), 488-578nm; Allophycicyanin (APC), 633-
661nm; Peridinin Chlorophyll protein complex, (PercpCY) 5.5, 482-678nm; Alexa Fluor 488, 490-525nm.
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O método de analise dos resultados utilizado foi baseado em Dot Plot para moléculas
CD8 e CD4, histograma para CD3, TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-2, e CD25. Submetido & amostra
0 isotipo de cada respectivo marcador, foi obtido os resultados em MFI (Intensidade média de

fluorescéncia).
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Figura 6: Estratégia de analise da citometria. Representacdo do método utilizado na analise dos dados obtidos
da citometria dos grupos experimentais do perfil de linfécitos. Populacéo dos linfocitos delineadas em R1 em (A),
representadas em (B), considerado o isotipo em (C) e delineado R2 para Linfdcito Auxiliar e R3 para Linfdcito
Citotdxico. A partir disso, as populacdes linfocitarias foram isoladas separadamente pelas demais marcagdes feitas
e analise por histograma representado em (D), considerado o isotipo do respectivo marcador em (E).

5.9 ANALISE POR ELISA

A técnica de Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), do tipo captura foi feita
exclusivamente para visualizar as concentragdes das citocinas TGF-f e 1L-12, no sobrenadante

de células tumorais 24 e 48 horas dos camundongos induzidos com 4T1 tratados (TIL) e ndo

tratados (GT).

Estas citocinas foram dosadas com a utilizacdo de anticorpos monoclonais da BD
OptEIA™, A realizacdo da técnica teve com base nas informagGes oferecidas pelo fabricante,
inicialmente com a sensibilizacdo da placa com 100ul de anticorpos especificos de cada
marcacgdo em Coating Buffer. Em cada placa foi feita a diluicdo seriadas em Assay Diluent da
respectiva citocina de interesse. As fileiras que foram utilizadas para as amostras, foram
adicionadas 100 pl/poco do sobrenadante de células tumorais 24 e 48 horas e incubadas a
temperatura ambiente, e posteriormente lavadas em solucdo PBS-Tween 20%. Logo apos, 0s
anticorpos de deteccdo foram adicionados em volume de 100 ul/pogo e incubadas novamente
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em temperatura ambiente, e posteriormente, realizado 5 lavagens em PBS-T. Finalizando entéo
com a adigédo de 100 pl/poco de TMB Substrate Reagent Set (BD OptEIA™), e depois de 30
minutos, adicionado 50 pl/poco de &cido fosforico 2N e levado a leitura da placa no

equipamento automatico Spectra 384 Plus, nas absorbancias de 450 e 570nm.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos diferentes testes foram analisados na utilizacdo do software
GraphPad Prism Versdo 8.0 (GraphPad Software, Inc). Estes foram testados para verificar a
distribuicdo normal e sendo de carater paramétrico, foram utilizados testes paramétricos “t de
Student” para comparagdo entre 2 grupos, € ANOVA para 3 grupos, sendo estes representados
em média e desvio padrdo; quando a distribuicdo ndo foi normal, foi utilizado o teste de Mann
Whitney entre 2 grupos. As diferengas observadas foram consideradas estatisticamente

significantes quando a probabilidade de rejeicdo da hipotese de nulidade for menor que 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 VOLUME TUMORAL

Realizada a analise do volume tumoral desses animais quando eles ainda estavam em
desenvolvimento da doenca, ao observarmos o tumor macroscopicamente in vivo e post
mortem, conseguimos diferenga entre os grupos tumor e tumor tratado ap6s 28 dias de
desenvolvimento. A Figura 7 (A) e (B), nos mostra a diferenga dos modelos experimentais

induzidos com 4T1 com 28 dias de desenvolvimento in vivo (p<0,0001).

Figura 7: Fotografia dos modelos experimentais do grupo tumor e grupo TIL induzidos a linhagem celular
4T1 no altimo dia de desenvolvimento tumoral. llustragdo de dois modelos experimentais induzidos a linhagem
celular 4T1 para o desenvolvimento do cancer mamério. Ambos animais na figura estdo no 28° dia de
desenvolvimento tumoral. (A) animal grupo tumor submetido unicamente ao tumor; (B) animais grupo TIL
submetido ao tumor e a imunoterapia de linfocito tumor infiltrantes. Setas indicam o tumor sélido em ambos
modelos experimentais. Do autor.

Avaliando a Figura 7, conseguimos evidenciar diferenga significativa no tamanho
tumoral entre o grupo tratado e ndo tratado. Sendo assim, analisamos na Figura 8 o
desenvolvimento desses animais ao longo do tempo e conseguimos observar significancia dos
dados de desenvolvimento tumoral (p<0,0001). O grupo tumor obteve crescimento tumoral

mais acentuado comparado ao grupo tratado (p<0,0001).
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Figura 8: Influéncia da imunoterapia com linfocitos tumor infiltrantes em animais submetidos a indugéo
tumoral com a linhagem 4T1 (c&ncer mamario). Visualizag8o da diferenga entre grupos: grupo tumor (azul) e
grupo TIL (vermelho). Os resultados foram analisados usando o teste 2way ANOVA para analise do
desenvolvimento tumoral correlacionado com o tempo de 28 dias de inducdo, entre os grupos. Dados
estatisticamente significativos p<0,0001****

6.2 PRESENCA DOS LINFOCITOS NO TUMOR E BACO

Ao realizarmos a tipagem celular CD3+/CD4+ CD3+/CD4-, conseguimos enxergar
diferenca entre as células no microambiente tumoral com as células esplénicas, nos mostrando
a resposta imunoldgica local e sistémica.

Na Figura 9 observamos o comportamento dos linfécitos no microambiente tumoral. Os
linfocitos totais (CD3+) e auxiliares (CD4+), apresentaram aumento significativo no grupo TIL
em comparacgéo ao grupo tumor (p<0,0001). Em contrapartida, os linfdcitos citotoxicos (CD8),

néo obtiveram diferenca significativa entre 0s grupos.
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Figura 9: Linfdcitos totais e seus subtipos em células tumorais de modelos experimentais murinos induzidos
ao cadncer mamario 4T1. Representacdo grafica e ilustrativa do infiltrado de linfdcitos e seus subtipos em tumores
solidos de céncer mamario, por citometria. Diferenga estatisticamente significativa dos linfocitos totais
(p<0,0001); linfocitos auxiliares (p<0,0001) e linfécitos citotoxicos ndo significantes (ns). (H-5) representado
extensdo linfocitaria total da amostra no grupo tumor e grupo TIL; (R-2) representando populacdo de células
delineadas CD3+ e CD4+ (Linfdcitos Auxiliares); (R-3) representando populacéo de células delineadas CD3+ e
CD4- (Linfécitos Citotdxicos), ambas delineagdes (“gate”), representam os fenotipos a serem analisados no
presente estudo. MFI: Intensidade Média de Fluorescéncia.

A nivel sistémico, em células esplénicas, os linfocitos e seus fendtipos se comportaram
de maneira diferente. Observando a Figura 10, os linfécitos totais (CD3+) no grupo tratado
estava significativamente aumentado em relacdo ao grupo tumor (p<0,0004), e controle
(p<0,0001). Essa mesma contagem linfocitaria foi encontrada de maneira significativa entre o
grupo tumor e controle (p=0,0013). Em relagdo aos linfocitos auxiliares (CD4+), houve
aumento significativo no grupo TIL em comparacdo ao grupo tumor (p<0,0001) e grupo
controle (p<0,0001). Porém, ndo houve estatistica significativa desses linfécitos entre o grupo
tumor e controle. Em relacéo aos linfocitos citotoxicos (CD8+), o grupo tratado obteve aumento

significativo em comparacao ao grupo tumor (p<0,0001).
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Figura 10: Linfocitos totais e seus subtipos em células esplénicas de modelos experimentais murinos
induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacdo gréfica e ilustrativa do infiltrado de linfocitos e seus subtipos
em células esplénicas em modelos experimentais induzidos ao cancer mamario, por citometria. Diferenca
estatisticamente significativa entre linfdcitos totais do grupo tumor e grupo TIL (p<0,0001); grupo TIL e grupo
controle (p<0,0001); grupo tumor e grupo controle (p=0,0013). Linfécitos auxiliares significantes entre grupo
tumor e grupo TIL (p<0,0001); grupo TIL e grupo controle (p<0,0001); e ndo significante entre grupo tumor e
controle (ns). Linfdcitos citotdxicos significantes entre grupo tumor e grupo TIL (p<0,0001); grupo TIL e grupo
controle (p<0,0001); e ndo significante entre grupo tumor e controle (ns). (H-5) representado extenséo linfocitaria
total da amostra em todos os grupos; (R-2) representando populagdo de células delineadas CD3+ e CD4+
(Linfocitos Auxiliares); (R-3) representando populacdo de células delineadas CD3+ e CD4- (Linfdcitos
Citotdxicos), ambas delineacdes (“gate”), representam os fenotipos a serem analisados no presente estudo. MFI:
Intensidade Média de Fluorescéncia.

Na Figura 11, todos os tipos celulares linfocitarios presentes em tumor e baco nos
mostram aumento significativo apds tratamento, resultando entdo que imunoterapia com TIL

aumenta a populacao desses linfécitos no tecido tumoral e esplénico.
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Figura 11: Distribuicéo geral dos linfécitos em amostras tumorais e esplénicas de modelos experimentais
murinos induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacdo da distribuicdo de linfdcitos totais (CD3+),
auxiliares (CD4+) e citotoxicos (CD8+) nas amostras tumorais e esplénicas, por citometria. MFI: Intensidade
Meédia de Fluorescéncia.
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6.3 CLUSTER OF DIFFERENTIATION 25 (CD25)

No Figura 12 observamos significativamente que os linfocitos CD4+CD25+ (auxiliares)
e CD8+CD25+ (citotdxicos), no tumor dos animais tratados estdo diminuidos em comparacgéo
ao grupo tumor (p<0,0001). No baco, os linfocitos CD4+CD25+ e CD8+CD25+ apresentaram
aumento significativo em relacéo aos grupos tumor e controle (p<0,0001). Embora os linfécitos
auxiliares obtiveram aumento significativo no grupo controle em comparagéo ao grupo tumor

(p<0,0001), os linfocitos citotdxicos ndo obtiveram significancia entre estes grupos, no bago.
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Figura 12: Expressao de CD25 nos subtipos linfocitarios CD4 e CD8 em amostras tumorais e esplénicas dos
grupos experimentais induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacdo grafica da marcacdo de CD25 com
CD4 e CD8. Os resultados foram expressos em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia). Os resultados foram
analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor); e ANOVA para 3 grupos (baco). ****(p<0,0001);
ns (ndo significante).

6.4 INTERFERON GAMMA (IFN-y)

No Figura 13, tanto os linfécitos CD4+ (p<0,0001), como CD8+ (p<0,0001),
demonstraram aumento significativo da secrecdo dessa citocina no grupo tratado em
comparagdo com o grupo tumor, em amostra tumoral. No bago, igualmente ao tumor, ambos
linfocitos no grupo tratado apresentaram um aumento significativo desta citocina em relacdo ao
grupo tumor (p<0,0001). Conseguimos enxergar também que os linfocitos citotoxicos de ambos
grupos no baco, apresentaram uma reducédo da secrecao dessa citocina em comparagao ao grupo
controle (p<0,0001).
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Figura 13: Secre¢do de IFN-y nos subtipos linfocitarios CD4 e CD8 em amostras tumorais e esplénicas dos
grupos experimentais induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacdo grafica da marcagdo de IFN-y com
CD4 e CD8. Os resultados foram expressos em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia). Os resultados foram
analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor); e ANOVA para 3 grupos (bago). ****(p<0,0001).

6.5 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

Em relacdo a IL-2, vemos no Figura 14 uma diminuicdo significativa (p<0,0001) no

grupo TIL em comparacdo ao grupo tumor em ambas populagdes de linfécitos. Do contrario,

no bago conseguimos ver que h& uma secrecdo significativa de IL-2 no grupo tratado

(p<0,0001) em comparacao ao grupo tumor e controle, em ambos linfocitos. No baco, o grupo

tumor obteve secrecBes significativas em relacdo ao grupo controle, em ambos linfécitos

(p<0,0001).
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Figura 14: Secrecéo de IL-2 nos subtipos linfocitarios CD4 e CD8 em amostras tumorais e esplénicas dos
grupos experimentais induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacao grafica da marcagao de IL-2 com CD4
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e CD8. Os resultados foram expressos em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia). Os resultados foram
analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor); e ANOVA para 3 grupos (bago). ****(p<0,0001).

6.6 INTERLEUCINA 10 (IL-10)

No Figura 15 observamos em linfécitos auxiliares e citotdxicos que a IL-10 diminui
significativamente no grupo tratado em comparacdo ao grupo tumor, em amostra tumoral
(p<0,0001). De outra forma, no bago, o comportamento desta citocina foi diferente ao
visualizarmos aumento significativo no grupo TIL em comparagdo ao grupo tumor e controle
(p<0,0001). Ainda em amostra esplénica, no grupo tumor e controle, os linfécitos CD4+ nédo
obtiveram diferenca significativa (ns), mas os CD8+ apresentaram significativamente

aumentados no grupo tumor em comparacgao ao grupo controle (p<0,0001).
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Figura 15: Secrecdo de IL-10 nos subtipos linfocitarios CD4 e CD8 em amostras tumorais e esplénicas dos
grupos experimentais induzidos ao cAncer mamario 4T1. Representacdo grafica da marcacdo de IL-10 com
CD4 e CD8. Os resultados foram expressos em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia). Os resultados foram
analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor); e ANOVA para 3 grupos (baco). ****(p<0,0001);
ns (ndo significante).

6.7 TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-a)

Analisando o TNF-a, pode-se observar que ha varias variacdes de sua secre¢do em todos
os tipos celulares diferentes, tanto em tumor como no baco, representados no Figura 16. No

tumor, a secre¢do dessa citocina em linfocitos CD4+ estd significativamente aumentado no
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grupo TIL, em comparagdo ao tumor (p<0,0001); em contraste, os linfécitos CD8+ estdo
significativamente diminuidos no grupo tratado em comparagéo ao grupo tumor (p<0,0001). J&
em amostra esplénica, 0 TNF-a esta significativamente aumentado em linfécitos citotdxicos no
grupo TIL, em comparagéo ao grupo tumor e grupo controle (p<0,0001); contudo, em linfocitos
auxiliares, o grupo tumor aumentou significativamente a secre¢cdo de TNF-a em comparagio

ao tumor (p<0,0001), mas ndo em comparagdo ao grupo controle (p<0,0001).
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Figura 16: Secrecdo de TNF-a nos subtipos linfocitirios CD4 e CD8 em amostras tumorais e esplénicas dos
grupos experimentais induzidos ao cancer mamario 4T1. Representacdo grafica da marcagdo de TNF-o com
CD4 e CD8. Os resultados foram expressos em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia). Os resultados foram
analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor); e ANOVA para 3 grupos (bago). ****(p<0,0001).

6.8 TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA (TGF-B)

Em andlise no Figura 17, vemos que a secrecdo de TGF-P esta significativamente
aumentada no grupo TIL em relagdo ao grupo tumor em ambos padrdes de coleta (24 e 48h)
(p<0,0001).
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Figura 17: Concentracdo de TGF-f no sobrenadante de cultura de células tumorais 24 e 48 horas.
Representacéo gréfica da dosagem de TGF-B por ELISA em cultura de células tumorais ap6s 24 e 48 horas de
estimulagdo com fitohemaglutinina. Os resultados foram expressos em média dos valores de Concentragdo
(pg/mL). Os resultados foram analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor). ****(p<0,0001).

6.9 INTERLEUCINA 12 (IL-12)

A IL-12 foi dosada e representada a seguir no Figura 18 e notamos que possui cinética
diferente. Esta interleucina demonstrou aumento significativo nas amostras de 24 horas, no
grupo TIL em comparacao ao tumor (p<0,0001); contudo, no sobrenadante de 48 horas, embora
seja significativo, a IL-12 estd mais presente no grupo tumor em comparacao ao grupo TIL
(p=0,0016).
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Figura 18: Concentracdo de IL-12 no sobrenadante de cultura de células tumorais 24 e 48 horas.
Representacéo grafica da dosagem de IL-12 por ELISA em cultura de células tumorais apds 24 e 48 horas de
estimulagdo com fitohemaglutinina. Os resultados foram expressos em média dos valores de Concentragdo
(pg/mL). Os resultados foram analisados usando o teste “t de Student” para 2 grupos (tumor). ****(p<0,0001);
**(p=0,0016).

6.10 METASTASES HEPATICAS

Em relacdo as metastases hepaticas, na Figura 19, visualizamos mais areas de metastases

hepética nos animais do grupo tumor em compara¢do com os do grupo TIL (p<0,0001).
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Figura 19: A imunoterapia com linfdcitos tumor infiltrantes (TIL) promove reducéo de areas metastaticas
hepéticas de camundongos Balb/c induzidos a cAncer mamario com 4T1. Analise das areas de metéstases
hepéticas com as areas mensuradas em pum2. As éareas foram medidas com o uso da ferramenta Polygon Select
pertencente ao microscépio Nikon Eclipse Ti2, software NIS Element. Os resultados foram analisados usando o
teste Mann Whitney para 2 grupos ndo paramétricos. Coloracdo H&E. Focadas na objetiva de 40x. ***(p=0,0001).
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7 DISCUSSAO

Nosso estudo evidenciou que a imunoterapia com linfocitos tumor infiltrantes obteve
relevancia significativa ao combate tumoral mamario como demonstrado in vivo. Das Vérias
respostas possiveis condicionadas pelo tratamento, observamos através da citometria de fluxo
que infiltrar linfécitos autélogos expandidos in vitro desencadeia uma resposta mais acentuada
de linfocitos T auxiliares (CD4+), ao invés dos linfocitos T citotdxicos (CD8+) intratumoral
(amostra de tumor), e sistémica (amostra baco). Zacharakis N. et al (2018), utilizou o protocolo
de expanséo clonal dos linfécitos tumor infiltrantes mediante estimulo em cultura com IL-2
para producdo da imunoterapia com TIL em seu estudo, e demonstrou em humanos maior
eficacia da imunoterapia antitumoral em tumores com altas mutacbes somaticas, como
melanoma; mas contrario aos nossos resultados, eles ndo obtiveram grande efeito em cancer
epitelial comum, como mama. Entretanto, cerca de 62,5% das células infundidas nos pacientes
eram linfécitos T CD4, até mesmo com memdria, mas com tratamento proposto de inocular
uma dose da imunoterapia. Sendo assim, a proposta do nosso estudo em inocular 2 doses da
imunoterapia ao invés de uma, obteve resultados significativos ao diminuir a progressao do
tumor de mama.

Zhang L. et al (2015) desenvolveram um estudo utilizando a infusdo de TIL CD8+
somente, modificados para secretar IL-12 em nove pacientes humanos e eles observaram em
seu ensaio clinico randomizado que mesmo os linfdcitos citotdxicos ativados in vitro, estes ndo
aumentaram a resposta antitumoral eficiente. Esse resultado em melanoma metastético possui
uma possivel semelhanca ao modelo de cancer de mama utilizado em nosso trabalho, onde
observamos que este fen6tipo linfocitario esta mais reduzido em todas as amostras.

O cancer de mama possui varios tipos celulares interagindo no microambiente tumoral,
incluindo os macrofagos (LEE S. S., CHEAH 2019). Mediante essa interacdo, Nalio Ramos et
al (2022) desenvolveram um estudo para aprofundar nas interacdes de macro6fagos com células
T CD8. Eles mostram em amostras tumorais de cancer de mama em humanos e camundongos
dois genes diferentes pertencentes a macréfagos intratumorais, sendo eles FOLR2 e TREMZ;
este fora comprovado que esta altamente ligado a presenca de linfocitos T CD8, aquele ¢
ausente em tecidos glandulares mamarios normais, mas aumenta conforme a progressdo
tumoral. O presente estudo nos mostra por citometria de fluxo que a presenca de células T
citotoxicas no tumor ndo ha significancia entre os grupos, sendo assim, possivelmente 0s
macrofagos ndo estdo envolvidos nos efeitos antitumorais condicionados pela imunoterapia

com TIL.
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Vale ressaltar que embora a populacdo total dos linfocitos esteja aumentada, ndo
necessariamente estejam manifestando receptores de ativacdo, como CD25. Paralelo ao nosso
estudo, Sun Z. et al (2019) induziu a linhagem celular 4T1 em modelos murinos, contudo o
protocolo do tratamento desses animais foi utilizado como sendo somente 1 dose e 3 dias antes
da eutanésia para analisar o infiltrado desse tipo celular. Eles analisaram o perfil desses
linfocitos pds tratamento, e a expressdo de CD25 estd mais acentuada em celulas Treg,
potencializando os efeitos imunossupressores. Possivelmente, os linfocitos infiltrados no tumor
condicionados pela imunoterapia com TIL podem estar vinculados ao Treg, necessitando de
anélise mais especifica de fatores de transcricdo como Foxp3. Contudo, em comparagdo ao
estudo de Sun Z. et al (2015), nossos resultados demonstraram que mesmo a expressao CD25
esteja vinculada a Treg, o protocolo proposto em nosso estudo utilizando 2 doses condicionou
a diminuicdo significativa desse receptor nas células linfoides, consequentemente
desfavorecendo o escape tumoral e aumentando o efeito antitumoral.

Algo intrigante que deve ser ressaltado é a metodologia de ativacdo de TIL in vitro
mediada pelo estimulo de IL-2 e a secrecdo desta citocina no microambiente tumoral apos
imunoterapia. Varios estudos utilizam e relatam a proliferacdo e ativacdo dos linfocitos T
mediante presenga de IL-2, mas esta citocina ndo demonstrou altas concentragdes no
microambiente tumoral em nosso estudo. A grande questdo é como isso é possivel? Nao
havendo dados na literatura a fim de correlacionar com o microambiente tumoral do cancer de
mama, foi testado em um estudo a correlacdo da IL-2 e receptores inibitdrios da resposta imune
em melanoma metastatico. Liu Yuing et al. (2021), demonstraram em modelos experimentais
murinos que inesperadamente a influéncia de I1L-2 pode colaborar para exaustdo de células T
CD8 infiltrantes por evidenciar uma regulacdo positiva de receptores inibitorios e diminuindo
secrecdo de citocinas efetoras, granzimas e perforinas. Sendo assim, ha possibilidade desse
mecanismo ser semelhante ao cancer de mama utilizado em nosso estudo. A progressdo tumoral
deficiente e a baixa secrecdo de IL-2 obtidos em nossos resultados, favorecem essa
probabilidade. Neste estudo a imunoterapia diminui significativamente os niveis de I1L-2, mas
ao mesmo tempo as funcdes dos linfocitos antitumorais foram evidentemente preservadas
devido resultado do volume tumoral.

As expressdes de IL-10 nos linfocitos foram significativamente reduzidas em amostras
tumorais, semelhante ao trabalho feito por Sawant et al. (2019), onde demonstraram atraves de
um estudo com camundongos induzidos ao melanoma, pela linhagem celular B16 e tratados

com TIL, através da criacdo de um sistema experimental, foram comparando animais
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responsivos e ndo responsivos a IL-10 e IL-35. Dentre esses, 0s animais ndo responsivos a estas
citocinas obtiveram uma resposta antitumoral mais significativa e consequentemente um
crescimento reduzido do tumor. Sugerindo que a imunoterapia em nosso estudo ao manter baixa
secrecdo de IL-10 no tumor, manteve o efeito antitumoral funcional.

As funcdes efetoras dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ demonstraram que nem sempre
estdo concordando entre si. Respostas imunoldgicas de ambas as células tendem a ser diferentes
mediante funcionalidades diferentes (FARHOOD et al 2019; BORST J., et al 2018). Sendo
assim, nossos resultados mostram que o TNF-a se comportou diferente em ambos perfis de
linfocitos. Embora ndo haja relatos desta citocina em camundongos induzidos ao cancer de
mama e tratados com TIL, Van Astan (2021), demonstrou em um experimento realizado em
humanos, onde expandiu-se os TIL, e mesmo que ativados por farmacos, tendem a secretar
menos TNF-a. Rizzo A. et al. (2014), mostraram em cancer colorretal tratado com a
imunoterapia com linfdcitos tumor infiltrantes que as células CD4 podem expressar IL-17A que
caracteriza uma resposta Th17, sendo este perfil ndo tdo indicado ao combate tumor, mas
baseado na comparagdo entre camundongos super expressivos e ndo expressivos para Smad?7,
cujo conduz ao perfil Th17, sugere que fontes maiores de TNF-a sdo necessarias para resposta
antitumoral eficiente. Mediante a necessidade da alta secrecdo de TNF-a pelas células T CD4
para conduzir aos efeitos antitumorais, no presente trabalho sugerimos que a utilizacdo da
imunoterapia com TIL com 2 doses consegue aumentar significativamente a secrecdo dessa
citocina no microambiente tumoral e os efeitos antitumorais.

Como efeito negativo da imunoterapia com TIL, 0 TGF- B aumentou em comparagio
ao grupo tumor, sendo que esta citocina possui carater anti-inflamatéria (TZAVLAKI K.,
MOUSTAKAS A., 2020). Este fator de crescimento ainda esta relatado em estudos semelhantes
contudo, Hirai I. et al. (2020) relataram um paciente que recebeu TIL ao tratar melanoma de
mucosa e concluiram que a baixa secre¢do de TGF-p aumenta a infiltragdo de linfocitos T CDS8
in vivo e a secre¢do da quimiocina CXCL9 em células APCs. Supostamente nossos dados
demonstram haver certa semelhanca ao trabalho de Harai I, pois a alta secrecdo de TGF-$
encontrada na dosagem por ELISA p6de ocasionar o desfavorecimento da infiltracdo dessas
células T CD8+ no microambiente tumoral.

Um estudo realizado por Zhang L. et al. (2015) mencionado anteriormente, teve por
metodologia modificar geneticamente TIL para codificarem IL-12. Em seus resultados,
primeiro foi demonstrado que apds administracdo dessas células, raramente essa citocina

persistia; segundo, observaram que apo6s a administracdo de TIL modificados para secretarem
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IL-12 em pacientes com metéstases, obteve-se regressdo completa continua em 38 meses,
levando a probabilidade do aumento de secrecdo de IL-12 em nossos resultados possuirem
interacdo com a regressdo tumoral e consequentemente as metastases. Em um estudo
desenvolvido por Zhang L. et al., (2015), eles discutem seus resultados dizendo que a terapia
de TIL geneticamente modificada para secretar IL-12 somente obteve-se tais resultados na
auséncia de administracdo de altas doses de IL-2, sugerindo entdo que a IL-2 poderia de certa
forma prejudicar a funcionalidade da interleucina-12. Logo, nossos resultados nos possibilitam
sugerir que em modelos de cancer de mama isso também acontece, onde comparando as
secrecOes de 1L-12 e IL-2, estas estdo antagonicas. Enquanto em amostras tumorais tratadas
com TIL h& uma alta secrecdo de IL-12 e a diminuicdo de IL-2, no grupo tumor ha uma baixa
secrecdo de IL-12 e alta secrecdo de IL-2. Levando entdo nossos resultados sugerirem que
mesmo que ndo haja modificacdes genéticas associadas a secrecdo de IL-12 no presente
trabalho, a metodologia usada e principalmente o protocolo de tratamento, promoveram
concentrag0es significativas de IL-12 e seus efeitos antitumorais na auséncia de IL-2, onde esta
suprime aquela.

Sendo assim, os efeitos antitumorais da imunoterapia demonstraram estar presentes na
regressdo tumoral, como também em Orgdos especificos de metastases derivadas do cancer
mamario humano. Stevanovic S. et al. (2019), demonstraram os efeitos clinicos da imunoterapia
ACT, utilizando TIL, em um paciente de 60 com céncer de orofaringe a qual ja havia sido
submetido a cinco agentes anticancerigenos com presentes focos metastaticos no térax sem
resultado que, somente ap6s a imunoterapia com linfdcitos tumor infiltrantes todos os locais da
doenca tiveram regressdo completa, sem vestigios de reversao do quadro durante 51 meses. Em
contraposi¢do aos nossos resultados obtidos de amostras hepaticas ap6s o tratamento com TIL,
vimos que embora haja uma regressao significativa, os focos metastaticos nao foram regredidos
totalmente. Sugere-se entdo que a imunoterapia com linfécitos tumor infiltrantes pode levar a
regressdo do cancer epitelial mamario e apds novos estudos e aprimoramento da técnica,
possivelmente pode conduzir a regressdo completa e duradoura, a qual pode ser de carater

curativo para o cancer de mama.



48

8 CONCLUSAO

Estre trabalho demonstrou a eficacia da imunoterapia de linfocitos tumor infiltrantes
(TIL) como imunoterapia antitumoral em camundongos Balb/c induzidos ao cancer mamario
pela linhagem celular 4T1, diminuindo a progressdo tumoral e combatendo focos metastaticos
condicionados pela agressividade do cancer mamario.

Evidenciamos que esta imunoterapia celular adotiva condicionou um aumento da
infiltracdo de linfocitos totais no microambiente tumoral como no bago, contudo, o infiltrado
de linfécitos auxiliares é mais expressiva do que linfécitos citotoxicos. Foi observado que a
imunoterapia potencializou de forma mais significativa a atividade desses linfocitos CD4 ao
secretarem citocinas e manter a homeostase da resposta antitumoral do que a atividade
citotdxica direta dos linfdcitos CD8.

As citocinas tendenciaram a agir de forma diferente. Algumas destas como IL-2 e a
expressdao de CD25, descritas e solidificadas na literatura como sendo antitumorais pela
ativacdo de linfocitos, apresentaram-se diminuidas apds inducéo de linfocitos tumor infiltrantes
como imunoterapia.

No figado, houve a reducdo significativa dos focos metastaticos ap6s aplicacdo da
imunoterapia de linfocitos tumor infiltrantes. Pesquisas para aprofundar os mecanismos
envolvidos diretos na eliminacdo das metastases no foco hepatico ainda sdo necessarias.

Concluimos assim que a resposta antitumoral ap6s a imunoterapia com linfécitos tumor
infiltrantes foi desencadeada de diferentes formas, indicando que ainda precisa ser melhor
elucidado todas as interacdes celulares e moleculares que condicionam a reposta antitumoral
ter sido significativamente eficaz no combate ao cancer de mama mediado pela imunoterapia

com a imunoterapia com linfocitos tumor infiltrantes.
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