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RESUMO

Atualmente o cancer é uma das grandes preocupacdes dos orgaos de salde, devido a sua alta
taxa de mortalidade, sendo a principal causa de morte entre os tipos de cancer no sexo feminino
além de apresentar um grande risco de metéstase para 6rgdos como figado, 0ssos, pulmao e
cérebro. As células dendriticas (DCs) surgem como uma importante ferramenta na
imunoterapia antitumoral, pois as mesmas sdo uma populacdo heterogénea de leucdcitos que
desempenham uma funcdo importante tanto na inducéo quanto na regulacao da resposta imune
inata e adaptativa, e por esta capacidade, sdo consideradas fundamentais na inducdo da resposta
imune antitumoral. Por estas caracteristicas Unicas, atualmente as mesmas tem sido usadas na
imunoterapia contra tumores. Contudo, € imprescindivel o desenvolvimento de novos
protocolos de diferenciacdo e maturacdo das DCs, para obtencdo de resultados cada vez mais
satisfatorios. Neste contexto, os linfocitos T, principalmente os citotoxicos (CD8+) e os gama
delta (yd), tem sido imprescindiveis para uma boa resposta imune antitumoral, visto que 0s
mesmos sdo ativados pelas DCs. Os linfocitos T gama delta (yd) tém a capacidade de secretar
importantes citocinas como a Interleucina 17 (IL-17) e Interferon gama (IFN-y) e exercer
potente citotoxicidade contra uma ampla variedade de células cancerigenas, assim como 0s
linfocitos T CD8+. Portanto, o objetivo do presente estudo é quantificar a presenca de linfécitos
T citotoxicos (CD8+) produtores de IFN-y e a presenga de linfocitos T yd produtores de 1L-17
e IFN-y em diferentes protocolos de diferenciagdo e maturagdo das DCs, designados neste
trabalho como protocolo 1 (maturagdo com TNF- a) e protocolo 2 (maturagdo com TNF- a, IL-
12 e RANTES). Para isso, camundongos fémeas BALB/c foram tumor-induzidos pela linhagem
celular 4T1 e posteriormente 0s grupos experimentais foram tratados com o protocolo 1 ou
protocolo 2. A quantificacdo dos linfocitos T citotoxicos e linfocitos T yd produtores das
citocinas IFN-y e IL-17 foi realizada pela técnica de citometria de fluxo. Como resultado
encontramos um maior numero de linfdcitos T citotdxicos produtores de IFN-y e de linfocitos
T yd produtores das citocinas IFN-y e IL-17 nos animais tratados com o protocolo 2 em
comparacdo ao protocolo 1. Concluindo que o protocolo 2 se mostrou mais eficiente para a
maturacdo das DCs no tratamento antitumoral e consequentemente na indugcdo de uma resposta

imune tumoral mais potente.

Palavras-chave: Células dendriticas. Linfécitos T citotoxicos. Linfocitos T 5. IFN-y. IL-17.



ABSTRACT

Currently, cancer is one of the major concerns for health agencies, due to its high mortality rate,
this cancer is the leading cause of death among female cancers, as well as presenting a high risk
of metastasis to organs such as the liver, bones, lungs and brain. Dendritic cells (DCs) emerge
as an important tool in antitumor immunotherapy, as they are a heterogeneous population of
leukocytes that play an important role in both the induction and regulation of the innate and
adaptive immune response, and due to this capacity, they are considered fundamental in
inducing the antitumor immune response. Due to these unique characteristics, they have
currently been used in immunotherapy against tumors. However, it is essential to develop new
protocols for the differentiation and maturation of DCs, to obtain increasingly satisfactory
results. In this context, T lymphocytes, especially cytotoxic ones (CD8+) and gamma delta
lymphocytes (yd), have been essential for a good antitumor immune response, since they are
activated by DCs. Gamma delta (yd) T lymphocytes have the ability to secrete important
cytokines such as Interleukin 17 (IL-17) and Interferon gamma (IFN-y) and exert potent
cytotoxicity against a wide variety of cancer cells, as well as CD8+ T lymphocytes. Therefore,
the objective of the present study is to quantify the presence of cytotoxic T lymphocytes (CD8+)
producing IFN-y and the presence of y6 T lymphocytes producing IL-17 and IFN-y in different
DC differentiation and maturation protocols, designated in this work as protocol 1 (maturation
with TNF-a) and protocol 2 (maturation with TNF-a, IL-12 and RANTES). For this, female
BALB/c mice were tumor-induced by the 4T1 cell line and subsequently the experimental
groups were treated with protocol 1 or protocol 2. Quantification of cytotoxic T lymphocytes
and yd T lymphocytes producing the cytokines IFN-y and IL- 17 was performed using the flow
cytometry technique. As a result, we found a greater number of cytotoxic T lymphocytes
producing IFN-y and y6 T lymphocytes producing the cytokines IFN-y and IL-17 in animals
treated with protocol 2 compared to protocol 1. In conclusion, protocol 2 proved to be more
efficient for the maturation of DCs in antitumor treatment and consequently in inducing a more

potent tumor immune response.

Keywords: Dendritic cells. Cytotoxic T lymphocytes. yd T lymphocytes. IFN-y. IL-17.
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1. INTRODUCAO
O cancer é compreendido como um grupo que abrange mais de 100 doengas, que possuli
a caracteristica de crescimento celular desordenado, capaz de disseminar-se entre tecidos e
orgdos adjacentes (BATISTA; MATTOS; SILVA, 2015).

As células cancerosas se dividem rapidamente e tem a tendéncia de serem agressivas,
pela perda da apoptose e incontrolaveis quanto a sua multiplicacdo e invasdo a outros tecidos e
Orgdos. A divisdo desordenada dessas células da origem a formacdo de massas tumorais que
podem se espalhar por outras partes do corpo a partir de um tumor primario, esse fendbmeno é
chamado de metéastase (INCA, 2023).

1.1. CANCER DE MAMA

O céncer de mama é caracterizado pela proliferacdo anormal de células no tecido
mamario, 0 que o caracteriza como um tumor maligno. Essa doenca se desenvolve devido as
alteracdes genéticas nas glandulas mamarias, no entanto, isso ndo significa que os tumores de
mama sejam sempre hereditarios. As células da glandula mamaria tornam-se defeituosas e se
proliferam de maneira desordenada, o que leva a formacdo de nddulo (caro¢o) na mama, em
tecidos vizinhos (nddulos na axila) ou em outras partes do corpo (metéstases a distancia). Essas
alteracdes genéticas podem ser determinadas por fatores como exposi¢do a horménios, excesso
de ingestao de gordura saturada, sedentarismo, tabagismo, excesso de peso, entre outros (SBM,
2023).

Sintomas do cancer de mama sao variados e podem incluir nédulo palpavel endurecido
no seio, associado ou ndo a dor, nédulo palpavel na axila (linfonodo), modificacdes na pele da

mama (pele em “casca de laranja”) e saida de secre¢do pelo mamilo (MAFFUZ-AZIZ et al.,

2017).

Este tipo de cancer é o mais comum entre as mulheres, e seu tratamento é baseado em
fatores progndsticos para categorizar as pacientes em diferentes grupos de risco. A doenga €
caracterizada por desenvolver tumores malignos, onde acontece modificagBes nas células da
glandula mamaria (MAFFUZ-AZIZ et al., 2017).

De acordo com as ultimas pesquisas realizadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (IARC), a respeito da incidéncia do cancer de mama, constatou-se que € um dos trés
tipos com maior incidéncia, principalmente em mulheres. Existe uma grande preocupacao por

ser um tipo de cancer com alta taxa de mortalidade se comparado a outros tipos de canceres.



Hoje no Brasil, mais de 290 mil casos de cancer de mama em mulheres de todo o pais (IARC,
2021).

1.2.CELULAS DENDRITICAS
As células dendriticas (DCs) sdo uma populacdo heterogénea de leucdcitos que
desempenham uma func¢do importante tanto na inducéo quanto na regulacao da resposta imune
inata e adaptativa. Como iniciadoras e coordenadoras da resposta imune adaptativa, as células
dendriticas sdo consideradas necessarias para induzir a resposta imune antitumoral. Essa
capacidade tem sido usada ha muito tempo como imunoterapia vacinal para pacientes com
cancer (LEE; RADFORD, 2019).

Essas importantes células apresentadoras de antigenos (APCs) surgem de células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes que se diferenciam em precursores de macrofagos,
posteriormente dando origem a precursores comuns de mondcitos e comuns de DCs que dédo
origem a duas linhagens, a linhagem mieloide, onde estdo as subpopulacdes de DCs
convencionais, plasmocitdides e derivadas de monadcitos, e também temos a linhagem linfoide
(CONTI; SANTIAGO; SFORCIN, 2014).

As DCs apresentam processos citoplasmaticos membranosos do tipo dendritos, sendo
essa caracteristica responsavel por gerar eficiéncia na incorporagdo de material extracelular e
apresentam expressao aumentada de moléculas apresentadoras de antigenos e moléculas
coestimuladoras. Esta caracteristica morfoldgica faz com que as DCs possuam alta capacidade
fagocitica com processo migratorio do sangue para os tecidos periféricos e internalizacéo de
antigenos por métodos de fagocitose (PATENTE et al., 2019).

O processamento de antigenos pelas DCs desencadeia a conversdo de proteinas em
peptideos gque sdo apresentados nas moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC do inglés “Major Histocompatibility Complex”) reconhecidas pelas células T. De
maneira a apresentar plasticidade e capacidade de modulacéo de respostas efetoras de acordo
com o0 microambiente em que estéo inseridas. Embora todas as DCs sejam capazes de captagéo,
processamento e apresentacdo de antigenos, a plasticidade existente faz com que 0s seus varios
subtipos apresentem atividades imunolodgicas diferenciadas em razédo de distintos marcadores
celulares, localizagdo, vias migratorias e dependéncia de estimulos inflamatorios para sua
geracdo (ABBAS, PILLAI, LICHTMAN, 2015).



As DCs possuem uma heterogeneidade funcional e fenotipica, de maneira a apresentar
plasticidade e capacidade de modulagéo de respostas efetoras de acordo com o microambiente
em que estdo inseridas. Durante o processo de desenvolvimento para uma resposta imune
adaptativa, a funcéo e o fenotipo das DCs desempenham um papel extremamente importante
no inicio da tolerancia, memoria e ativacdo de perfis de células T auxiliares (Th do inglés T-
helper), como T auxiliares do tipo 1 (do inglés “Th1”), T auxiliares do tipo 2 (do inglés “Th2”)
e T auxiliares do tipo 17 (do inglés “Th17”) (PATENTE et al., 2019).

A acdo antitumoral das DCs acredita-se que em grande parte seja mediada por linfocitos
T, visto que as mesmas sdo capazes de atuar apresentando antigenos para 0s mesmos. Ao
realizar a ativacao destes linfécitos ocorre a ativacao de alguns clones e o desenvolvimento de
outros clones em linfdcitos T de memoria. Esta memoria imunoldgica é fundamental para que
em um proximo contato com o antigeno, ou neste caso, em recidivas ou metastases tumorais,

estes clones possam agir muito mais rapidamente e de forma mais eficaz (VIERA et al., 2021).

In vivo, 0 processo de maturacdo das DCs € desencadeado por lesdo tecidual ou
patdgenos, enquanto in vitro, isso pode ser imitado por estimulacdo com agonistas de
Receptores de Células T (TLRs) ou por um coquetel de citocinas pro-inflamatérias (CONTI;
SANTIAGO; SFORCIN, 2014).

1.3.PROTOCOLOS DE MATURACAO E DIFERENCIACAO DAS DCs

A imunoterapia com DC vem sendo muito estudada como uma arma para se obter
ativacdo suficiente de uma resposta imune antitumoral. Uma grande variedade de protocolos e
patentes foram e ainda sdo testados para diferenciacdo e maturacdo de DCs em fenotipos e
genotipos apropriados para uma imunoterapia eficaz. Os métodos mais utilizados para gerar
DCs, incluem expansao in vivo de DCs circulantes, diferenciacdo de precursores de mondcitos
ou precursores hematopoiéticos CD34 positivos (LUNDBERG et al., 2013).

Desse modo em ensaios in vitro, as DCs podem ser propagadas a partir de células
derivadas da medula 6ssea ou do sangue periférico, aonde se utiliza de varias combinacgdes de
fatores de crescimento, como Fator estimulador de coldnias de macréfagos de granuldcitos
(GM-CSF) e Interleucina 4 (IL-4). Existem outras formas de obtencéo de DCs, essas podem ser

diferenciadas, por exemplo, na presenga de GM-CSF e interferon alfa (IFN-a) e secretam altas



quantidades de citocinas pro-inflamatdrias, de forma a induzir uma resposta efetora antitumoral
de linfdcitos T auxiliares e citotoxicos (FARKAS; KEMENY, 2011).

Protocolos que utilizam o sangue periférico de pacientes, autores descreveram a
geracdo de DCs imaturas diferenciadas em presenca apenas de GM-CSF e da jungéo de GM-
CSF e IL-4 (BARSOUM el al., 2013). Estas citocinas foram colocadas em associagdo com 0s
IFN-B ¢ IFN-a. Além dessas citocinas, hormonios como a melatonina ja foi utilizado na
diferenciacéo de DCs (BARBUTO; GONZALEZ, 2007).

Referente a fase de maturacdo de DCs, uma vez que a diferenciacdo gera células
imaturas, € necessaria a utilizacdo de moléculas estimuladoras, como citocinas (TNF-o e IFN-
vY), agonistas de TLR, proteinas recombinantes (CD40L), antigenos tumorais (Ag células 4T1)
ou coquetéis de maturacdo. Em estudos ja feitos, pbde ser visto o amadurecimento de DCs com
coquetéis preparados nas varias combinacdes (BARSOUM et al., 2013).

Na literatura encontra-se descrito que diferentes estimulos de maturacdo para inducéo
de células T especificas do tumor, mostrando que a combinacao de IFN-y e Lipopolissacarideo
(LPS) obteve uma resposta mais efetiva. Também foi observado que o disparo simultaneo de
diferentes TLRs nas DCs é responsavel por efeitos sinérgicos, resultando na "inducéo™ de IL-
12, inferindo que os agonistas de TLRs tém o potencial de induzir DCs ideais para estimular
uma resposta imune eficaz (VOPENKOVA et al., 2012).

1.4.CITOCINAS E QUIMIOCINAS IMPORTANTES NA MATURACAO DE DCs

As DCs podem ser divididas em dois estados funcionais: maduras e imaturas. Ambas
possuem especificidades, no qual as DCs imaturas (presentes nos tecidos ndo linfoides)
possuem maior capacidade em capturar antigenos por endocitose intermediada por receptores
como TLRs, lectina e receptores do complemento, mas com diminuida eficiéncia de
estimulacdo de células T naive, baixa expresséo superficial de moléculas coestimuladoras, de
receptores de quimiocinas e baixa producao de citocinas imunoestimuladoras. Quando ocorre
0 desenvolvimento em DCs maduras por estimulos pro-inflamatérios, elas diminuem a
capacidade de fagocitose, mas aumentam a expressdo do receptor de quimiocinas (CCR7),
como também a expressdo de MHC de classe Il e moléculas estimuladoras, como CD80 e
CD86, resultando no aumento da funcédo de apresentacdo de antigenos, como consequéncia do
estimulo da proliferacdo de linfocitos T primarios e estimulacao de células B (ABBAS, PILLAI,

LICHTMAN, 2015). A maturacdo das DCs € iniciada com o reconhecimento de mudancas da



homeostase tecidual na forma de padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) ou padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs). Diferentes estimulos associados a virus,
bactérias, e tecidos danificados podem induzir a ativacdo e maturacdo das DCs (VEGLIA;
GABRILOVICH, 2017).

A identificacdo de patdgenos ativa uma cascata de sinais responsaveis por mudancas
metabolicas celulares e pela transcricdo de genes, alterando o metabolismo celular e faz
aumentar a motilidade para que seja possivel a migracdo de DCs dos tecidos periféricos para 0s
orgdos linfdides secundarios, lugar em que pode ocorrer a apresentacdo de antigenos ativador
dos linfocitos T (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

A maturacdo das DCs tem efeito positivo e ja foi descrita em diversos estudos que citam
varias quimiocinas e citocinas como importantes fatores de estimulacdo positiva para que as
DCs possam exercer sua atividade com a melhor performance. A quimiocina fator plaquetario
4 (CXCL4) é um poderoso quimioatraente para mondcitos e um importante regulador que
demonstra aumentar a expressdo de moléculas MHC, CD86 e CD83 em DCs derivadas de
mondcitos de doadores saudaveis, desencadeando uma apresentacdo mais eficiente de
antigenos, ativacao de células T auxiliares (CD4+) e células T (CD8+), e producdo de IFN-y
(SILVA-CARDOSO et al., 2017).

A 1L-12, conhecida como uma citocina que induz proliferacéo, tem funcdo de aumentar
a secrecdo e atividade do IFN-y pelas células Natural Killer (NK) e pelos linfécitos Thi,
aumenta as respostas citotoxicas, passo importante para defesa contra tumores. As citocinas
inflamatdrias ajudam na maturacdo de DCs que aumentam sua producdo de IL-12 e sua
capacidade de iniciar células T especificas para antigenos in vitro (OLESZYCKA; LAVELLE,
2014).

1.5. IMUNOTERAPIA DE DCs CONTRA TUMORES
Na realizacdo do combate da DCs em diversas neoplasias, a resposta imune antitumoral
é executada em fungdo da expressdo de estruturas antigénicas existentes na superficie das
células tumorais, situagdo essencial para ressaltar a importancia das DCs que apresentam esses
antigenos e fornecem sinais de diferenciacdo e proliferacdo para os linfocitos T, esses
reconhecem uma célula tumoral pelos seus receptores de células T (TCR) resultando na
ativacdo de células T CD4+e CD8+ (TEIXEIRA et al., 2019).



A imunoterapia contra o cancer baseada em DCs visa a ativacdo do sistema imunoldgico
e em particular de linfécitos T citotoxicos (CTLs) especificos para tumores e células NK com
a participacdo de IL-12, IL-15 e IFNs para que se tornem capazes de eliminar as células
malignas. A eficacia na resposta antitumoral depende do papel crucial que as DCs
desempenham na inducdo de respostas de células T. Ao interagir com as células T CD4+, as
DCs podem induzir sua diferenciacdo em diferentes subconjuntos T auxiliares a partir de
citocinas secretadas, como nos perfis Thl, Th2, Treg e Th17 (ANGUILLE et al.,2014).

Os efeitos positivos antitumorais da imunoterapia de DCs podem ter sua eficiéncia
reduzida por varios fatores, seja pela presenca de células imaturas (baixa eficiéncia na
apresentacdo de antigenos) nos locais onde se desenvolve a massa tumoral, diminuida contagem
de DCs ou fraca capacidade de migracdo da mesma para o tumor. E observado pela plasticidade
celular que o microambiente do tumor de mama é imunossupressor, DCs presentes induzem a
um fendtipo de linfécito T regulatorio (Treg) e diminuir sua funcionalidade. A maturacéo das
DCs € de grande importancia para permitir a identificacdo molecular especifica de antigenos e

induzir imunidade especifica contra antigenos tumorais (CUNHA, 2014).

Estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa — Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON), como o intitulado “Profilaxia por vacina de células dendriticas: avaliacdo
de aspectos da resposta imunoldgica em camundongos Balb/c com carcinoma de mama
induzido por 4T1”, demonstram aumento da sintese de IL-12 e IFN-y, além do aumento de
expressdo de interleucina 2 (IL-2) e TNF-a em linfocitos T CD4+ , e de IL-2 em células T

CD8+ com imunoterapia utilizando DCs aut6logas diferenciadas in vitro (VIEIRA et al., 2021).

Também outro estudo do nosso grupo (PEIXOTO; MICHELIN, 2022) demonstraram
que estudos indicam que o protocolo de estimulacdo com TNF-a, IL-12 e CCL5 € capaz de
gerar um perfil de células dendriticas maduras e eficazes para ativacao de subtipos balanceados

de linfocitos T e células NK, importantes na resposta imune antitumoral.

1.6. MODELO EXPERIMENTAL DE CELULAS 4T1
As células 4T1 trata-se de uma linhagem celular altamente tumorigénica e invasiva,
onde sdo observadas metastases em diversos 6rgaos, como pulméo, cérebro, figado, 0ssos, baco
e linfonodos. As células da linhagem 4T1 simulam em modelos experimentais a condi¢do do

cancer de mama triplo negativo humano (SOUZA, 2013).



O crescimento tumoral e a disseminacdo metastatica de células 4T1 em camundongos
BALB/c assemelha muito proximo ao cancer de mama humano. Este tumor € um modelo para
cancer de mama humano estagio V. Os tumores induzidos por 4T1 podem ser usados como
um modelo pré e pds-operatorio, bem como um modelo ndo cirdrgico, pois o tumor induzido
por 4T1 metastatiza espontaneamente em ambos os modelos com cinética semelhante. A
progressao da doenca desse modelo animal é clinicamente semelhante ao cancer de mama
maligno avancado em humanos e, como resultado disso, 0 modelo de metastase de cancer de

mama 4T1 é amplamente utilizado em estudos pré-clinicos (PULASKI et al., 2000).

O modelo murino BALB/c sdo isogénicos, semelhantes geneticamente, por
isso carcinoma mamario murino 4T1 é um modelo experimental muito utilizado na avaliacéo e
melhor compreenséo da biologia dos tumores. Ela apresenta proliferacao epitelial maligna em
arranjo sélido, com proliferacdo de células pleomérficas e elevado indice mitético (YANG et
al., 2020).

Pela capacidade metastatica espontanea da linhagem de células 4T1, esta acaba
atingindo locais como cérebro, ossos, figado, pulmdes e linfonodos, entdo faz-se necessario o
preenchimento das lacunas que culminam no processo que desencadeia essa reducdo
metastatica (VIERA et al., 2021).

1.7. LINFOCITOS T v&
A imunoterapia € uma das &reas atraidas no desenvolvimento de novas terapias
antitumorais. As células T yd sdo um dos trés tipos de células imunes que expressam receptores
de antigenos. Esse mecanismo contribui para a vigilancia antitumoral linféide e preenchem a

lacuna entre a imunidade inata e adaptativa (ZOU et. al., 2016).

As células T yd tém a capacidade de secretar abundantes citocinas como a Interleucina
17 (IL-17) e IFN-y além de exercer potente citotoxicidade contra uma ampla variedade de
células cancerigenas. Exibem papéis importantes na vigilancia e na defesa imunoldgica contra
tumores e tornaram-se células efetoras atraentes para a imunoterapia contra o cancer (ZOU et.
al., 2016).

Este modelo de células T humanas tem uma diversidade de fungdes biologicas unicas.
Com base em sua distribuicdo e capacidade de reconhecer antigenos, essa populagdo celular é

considerada uma “ponte” entre a imunidade inata e a adaptativa. Um crescente nimero de



estudos, estdo demonstrando um efeito inibitério importante na ocorréncia e desenvolvendo

tumores, diminuindo significativamente o volume de células tumorais (LIU et al., 2022).

As células T yo recentemente receberam atencao significativa apds a descoberta de que
produzem IL-17 em vérios modelos de camundongos de infeccdo e doenca autoimune. Em
contraste, a secrecdo de grandes quantidades de IFN-y por essa linhagem de células T é

conhecida ha muito tempo e tem sido ligada a sua funcdo antitumoral (LIU et al., 2022).

As respostas imunes aos tumores envolvem os linfocitos T, que sdo dotados de
propriedades citotdxicas diretas contra celulas transformadas e, a capacidade de produzir
mediadores antitumorais chave, como quimiocinas e citocinas. Estes incluem o IFN-y, cujo
exibe um importante papel na orquestracdo da resposta imune aos tumores. A mediacdo da
regressdo tumoral pelo IFN-y foi atribuida ao aumento da expressdo do MHC de classe | nas
células tumorais (e, portanto, a promocao de reconhecer células T CD8+) e a indugdo de
qguimiocinas que regulam a infiltracdo de linfécitos no tumor e a inibicdo da angiogénese
(SILVA, 2010).

O papel preciso da IL-17 na imunidade tumoral permanece altamente controverso, uma
vez que uma série de estudos sugeriram potentes fungdes antitumorais para subconjuntos de
células T produtoras de IL-17. Por exemplo, o crescimento do tumor e a metastase pulmonar
foram aumentados em camundongos deficientes em IL-17, e a transferéncia adotiva de células
T CD4 *ou CD8 * produtoras de IL-17 levou a regressao do tumor em modelos experimentais
(WAKITA et al., 2010).

Embora tenha sido demonstrado que IL-17 e células aff Th17 se acumulam em varios
tumores humanos, a relevancia da producdo de IL-17 por células T yd humanas permanece
desconhecida. As razdes para as graves discrepancias entre os estudos que defendem as
atividades antitumoral contra a pro-tumoral da IL-17 ainda néo estdo claras e merecem uma

investigacdo mais aprofundada (ZOU et al., 2016).

Em imunoterapia contra tumores, os linfocitos T yd tém um importante papel. A
imunoterapia adotiva é realizada pela expansdo das células imunes efetoras in vitro e pela
transferéncia das células imunes ativadas para os hospedeiros, que visam contra as células

tumorais ou estimulam a resposta imune para eliminar as células tumorais.



As células T yd tém varios papeis na resposta imunologica antitumoral. As fungdes sao
de toxicidade como também, de producdo de citocinas e quimiocinas, tais como perforina-
granzima. No local do tumor essas células tém a capacidade de absorver o antigeno diretamente
por trogocitose, fagocitose e pinocitose e fazer a apresentacéo cruzada do antigeno exdgeno as
células T yo (Figura 1). Outro papel importante que as células T yd possuem, € a regulacdo das
respostas imunes por meio da interacdo com outras células, como os linfécitos do tipo B que
produzem anticorpos IgA, IgG e IgM, que desempenham uma func¢éo reguladora da imunidade
humoral (ZOU et al., 2016).

Figura 1 - Funcdo de apresentacao de antigenos de linfocitos T yd
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Fonte: ZOU et al., 2016.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE
Desenvolver novas formas, alternativas ou que somem aos tratamentos ja estabelecidos,
sdo de extrema importancia para o processo de combate e controle das neoplasias. Nessa
perspectiva, as vacinas com células dendriticas tem sido utilizada, em diferentes protocolos e
formas de obtencéo, para o tratamento do cancer em modelos experimentais, assim como em

ensaios clinicos randomizados controlados.

O interesse surgiu da alta capacidade que essas células apresentam em estimular os
linfécitos T, estabelecendo uma ponte entre 0s mecanismos imunes inatos e adaptativos. Os
mecanismos antitumorais fornecidos pelos linfocitos T apds o tratamento com DCs, tem
demonstrado por meio dos estudos, a¢fes importantes e pontuais no tumor alvo ou sitio
metastatico, regressao tumoral, assim como a producdo de células de memoria que geram a

protecao nos casos de recidiva.

Os resultados clinicos da atuacdo do tratamento levam em consideracdo aspectos das
condicdes dos protocolos de obtencdo e cultivo das células dendriticas, como a escolha da
subpopulacdo a ser utilizada, o estagio de maturacdo do preparo das células em meio de cultura,
citocinas utilizadas, os meios de cultura, o processo de ativacdo dessas células, assim como a
via de administracdo, a dose de administracdo. Desta forma, diferentes protocolos tém sido
desenvolvidos na tentativa de otimizar e melhorar o processo de obtencdo da vacina com células
dendriticas (VIERA et al., 2021).

Também podemos observar o papel das células T yd, pois as mesmas tém a capacidade
de secretar abundantes citocinas como a Interleucina 17 (IL-17) e IFN-y e exercer uma fungéo

importante na imunoterapia contra tumores.

Dados preliminares in vitro do grupo IPON evidenciaram um maior desempenho das
células dendriticas maturadas com uso de TNF-q, 4T1, IL-12 e RANTES, quando comparado

as células dendriticas maturadas com TNF-a e 4T1.

Os resultados levantam a hipétese de que tais evidéncias também possam ser observadas
in vivo, mais especificamente no perfil leucocitario do tumor primario, como a maior presenca

de células e citocinas do perfil Thl.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Comparar dois protocolos de diferenciacdo das células dendriticas no processo de
ativagdo dos linfocitos T citotoxicos e linfocitos T y6 em camundongos com tumor induzidos a

cancer de mama.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
Em grupos experimentais de camundongos Balb/c tumor de mama induzidos pela
linhagem 4T1 e submetidos a diferenciacdo por dois protocolos distintos, protocolo 1
(TNF-a) ou protocolo 2 (TNF-a, IL-12 e RANTES), no ambiente intratumoral e por
citometria de fluxo:

a) Quantificar a presenca de linfécitos T citotoxicos (CD8+) produtores de IFN-y ;

b) Quantificar linfocitos T gama-delta produtores de IFN-y e IL-17;

c) Correlacionar os achados com o volume tumoral.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS
Registrado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o niimero
23085.005932/2022-75, 48 camundongos fémeas da linhagem BALB/c, com idade entre 6 e 8
semanas, provenientes do Biotério Central da UFTM — Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro; ficaram acomodados em gaiolas plasticas com dimensdes de 305x198x133mm, com
acesso livre a agua e comida, e foram submetidos a ambiente sob ciclo claro-escuro, com
temperatura controlada (22°C +/-2°C).

Os camundongos foram separados, conforme a tabela 1, em trés grupos experimentais:

1- Grupo controle positivo (Tumor): 12 camundongos tumor induzidos e nao tratados.

2- Grupo protocolo 1 (P1): 12 camundongos tumor induzidos e submetidos a terapia com
células dendriticas regidas pelo protocolo 1 (diferenciacdo somente com TNF-a).

3- Grupo protocolo 2 (P2): 12 camundongos tumor induzidos e submetidos a terapia com
células dendriticas regidas pelo protocolo 2 (diferenciagdo com TNF-a, , IL-12 e
RANTES).

Outros 12 camundongos foram doadores de medula 6ssea para confec¢do das vacinas

(cada camundongo nos proporciona 4 aplicagfes vacinais).

Apbs 21 dias de inducdo tumoral, os animais foram eutanasiados, e tiveram seus

tumores (quando presentes) retirados, nos quais foram submetidos ao protocolo de citometria

de fluxo.
Tabela 1 - Distribui¢do dos animais por grupo de estudo
Grupos Inoculacgéo 4T1 Tratamento com DCs  n° de animais
Tumor Sim N&o 12
Protocolo 1 (P1) Sim Sim 12
Protocolo 2 (P2) Sim Sim 12

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2023.
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Figura 2 - Delineamento experimental
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Fonte: Do Autor, 2023.

Nota: Esquema representativo do periodo de realizacéo experimental.

O volume tumoral foi mensurado com auxilio de um paquimetro, a cada dois ou trés
dias e foi determinado pela formula [maior didmetro x (menor diametro)?] x 0,5 (ROLAND, et
al., 2009), onde foram feitas as medidas latero-lateral e cranio-caudal do tumor. O delineamento

experimental esta representado na figura 2.

4.2.0BTENCAO E MATURACAO DAS DCs

Foram utilizados 6 camundongos fémeas BALB/c, do grupo destinado a confeccdo de
vacinas, para cada etapa. As vacinas de cada etapa foram confeccionadas a partir de células da
medula éssea de fémures e tibias, no que chamaremos de dia 0. As medulas dos fémures e das
tibias foram retiradas com auxilio de solugdo fisiol6gica 0,9% e uma seringa 13,4 X 5 mm. As
células medulares (pluripotentes) foram, entdo, cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm?,
estas divididas em protocolo 1 e protocolo 2, em meio IMDM suplementado com 0,1 mM de
vitaminas, 2 mM de Il-glutamina, 100 pg/mL de gentamicina, 1 mM de Piruvato de Sodio
(C3H3Na03) e 5% SBF, incubadas em estufa de CO2 a 5% de umidade e a 37°C. Apds 24h,
no dia 1, as células foram estimuladas para diferenciacdo nas garrafas de cultura de ambos os
protocolos, com 10 ng/uL de GM-CSF e 10 ng/uL de IL-4. Neste mesmo dia, dia 1, também
foi feito a indugdo tumoral dos camundongos do grupo tumor, P1 e P2, por aplicacdo de 2,0 x
10° células 4T1 em 50ul1 de solucéo fisioldgica 0,9%, na glandula mamaria abdominal direita.
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No dia 5, as células das garrafas de cultura foram novamente estimuladas, a fim de
potencializa-las, com 10 ng/uL de TNF-a, no caso das células do protocolo 1, e 10 ng/uL de
TNF-a, IL-12 e RANTES, no caso das células do protocolo 2. Ap6s dois dias da diferenciacédo
com estes dois protocolos, foi adicionado antigeno tumoral de 4T1 as culturas para ativacédo

especificas destes tipos celulares.

O protocolo de tratamento foi realizado com duas doses de células dendriticas, aplicadas
nos dias 7 e 14 ap6s a inducao tumoral, por via subcutanea, com 5x 10° células homogeneizadas

em 50 ul soro fisiologico 0,9%.

4.3.CITOMETRIA DE FLUXO
As amostras de tumor dos grupos experimentais foram analisadas por citometria de
fluxo em citbmetro FACS Calibur ™ (BD, Bioscienses, San Diego, CA, EUA). A técnica foi
executada de acordo com recomendagbes do fabricante, fazendo uso de anticorpos BD
Pharmigen™ para marcagdes extracelulares, CD8 APC e TCRy8 PE, e marcagdes
intracelulares IFN-y FITC e IL-17 PercP-Cy5.5.

As células leucocitarias intratumorais foram obtidas por centrifugacdo ap6s uso de
solucéo de lise (FACS Lysing Solution, BD Biosciences), na proporcéo de 1:20mL e incubagéo
por 20 minutos a temperatura ambiente. Foram entdo lavadas por 3x em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), sendo que entre cada lavagem, era realizada centrifugacédo a
290c, 10 minutos, 4°C, conservando sempre o precipitado celular ao término de cada lavagem.
A esse precipitado celular foi acrescido 2,5mL de proteina transportadora inibitéria (BD
GolgistopTM), seguindo de incubacdo a 4°C, 20 minutos. Posteriormente, as células foram
submetidas a mais uma lavagem com PBS, sob mesmas especificacdes descritas logo acima,
ficando o precipitado celular ressuspenso em 1mL de PBS. As células foram entdo distribuidas,
ap6s contagem em camara de Neubauer, em 1 x 10° células por tubo e foram realizadas as
marcagdes extracelulares com os anticorpos, seguindo de incubagdo a 4°C, 30 minutos, na
auséncia de luz. Em seguida, as células foram lavadas 2x com PBS, e incubadas com solucéao
permeabilizadora e fixadora (BD Cytofix/Cytoperm™), por 20 minutos, 4°C, ao abrigo de luz.
Ent&o as células foram lavadas 2x com solucéo tamp&o de BD Perm/Wash™ Buffer e marcadas
intracelularmente com os anticorpos, seguindo com incubagéo por 4°C, 30 minutos, ao abrigo
da luz. Ap6s a incubacéo, as células foram novamente lavadas mais 2x com a solugéo tampéo,

ficando as células ressuspensas em 50 pLL de PBS para leitura no citbmetro.
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Para a analise, os linfocitos foram inicialmente selecionados com base no tamanho e
granularidade, pelos padrées FSC x SSC. Em seguida, sobre a populacao de linfocitos T CD8+

com IFN-y e Linfdcitos T yd TCR com IFN-y e IL-17, foi feita a analise por % de gate.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a distribuicdo pelo teste Shapiro-Wilk. Para as
distribuicbes paramétricas das variaveis, foi utilizado teste One-way Anova com pos-teste de
Tukey para comparag6es entre mais de 2 grupos/variaveis. Os resultados com valores de
p< 0,05 foram considerados significativos. A correlacdo do volume tumoral com as células
produtoras de citocinas, foi utilizado o teste de Pearson. Para a analise de tais dados foi utilizado
o Software GraphPad Prism 8.0.
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5. RESULTADOS

Todos os animais do estudo tiveram os volumes tumorais mensurados a cada dois dias
a partir do sétimo dia ap0s a injecdo com células tumorais até 0 momento da eutanasia. Na
figura 3 ¢é possivel visualizar a representacdo grafica do volume tumoral. Onde observa-se
maior crescimento do volume tumoral no grupo de animais tumor induzidos sem tratamento. O
grupo de animais que foram tratados com o protocolo 2 demonstrou um menor crescimento do

volume tumoral em relacéo ao grupo protocolo 1.
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-+ GP1
-+ GP2

Volume tumoral (mm)3

0 5 10 15 20
Dias apés a induc¢ao tumoral

Figura 3 - Volume tumoral

Fonte: Do Autor, 2023.
Nota: A medicdo tumoral iniciou-se 7 dias ap6s a indugdo e terminou no Ultimo dia do experimento. Sendo o grupo
Tumor — animais com tumores sem tratamento, P1 — animais com tumores e com tratamento pelo protocolo 1 e,

P2 — animais com tumores tratados pelo protocolo 2.

5.1.QUANTIFICACAO DE CELULAS T CITOTOXICOS (CD8+) PRODUTORAS DE
IFN-y
Visando comparar a expressdo de linfécitos T CD8+ nos tumores dos camundongos
submetidos a imunoterapia com células dendriticas maturadas com TNF-a (Protocolo 1 - P1) e
camundongos submetidos a imunoterapia com células dendriticas maturadas com TNF-a, IL-
12 e RANTES (Protocolo 2 - P2), foi realizada por citometria de fluxo a quantificagédo da

presenca de linfécitos T citotoxico produtores de IFN-y.
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Foi observado um aumento significativo de linfocitos T CD8+/ IFN-y no protocolo 2,
em relacéo ao protocolo 1 e ao controle positivo, com um p < 0,0001 (figura 4). E também foi
observado um valor maior de linfocitos T CD8+/ IFN-y do grupo tumor em relagéo ao protocolo

1.
Figura 4 - Linfécitos T Citotoxicos CD8+ produtores de IFN-y
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Linfocito T Citotoxicos/IFN-y (% gate)

Fonte: Do Autor, 2023.
Nota: Avaliacéo da presenca de linfécitos T citotoxicos produtores de IFN-y nos grupos experimentais analisados.

Todas as analises demonstraram ser significativas com p= 0,0001*.Teste utilizado One-way Anova.

5.2.QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T y6 PRODUTORES DE IFN-y
Foi observado um aumento significativo de linfocitos T yé produtores de IFN-y no

protocolo 2, em relacdo ao protocolo 1 e ao controle positivo com um p < 0,0001 (figura 5).
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Figura 5 - Linfocitos T yd produtores de IFN-y
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Fonte: Do Autor, 2023.
Nota: Avaliagdo da presenga de linfocitos T y6 produtores de IFN-y nos grupos experimentais analisados. Todas

as analises demonstraram ser significativas com p=0,0001*.Teste utilizado One-way Anova.

5.3.QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T y5 PRODUTORES DE IL-17
Foi observado um aumento significativo de células T yd e produtores de IL-17 no
protocolo 2, em relacdo ao protocolo 1 e ao controle positivo, com um p < 0,0001 (figura 6).

Também observamos o protocolo 1 maior que o grupo tumor.

Figura 6 - Linfocitos T yd produtores de 1L-17
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Fonte: Do Autor, 2023.
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Nota: Avaliagdo dos subtipos celulares receptores de linfocitos T yd produtores de IL-17
nos grupos. No gréafico observa-se um aumento da produgio dos receptores de linfocitos T yd produtores de IL-17

no protocolo 2. Todas as analises demonstraram ser significativas com p=0,0001*.Teste utilizado One-way Anova.

5.4. PRODUC}AO DE CITOCINAS
O gréfico da figura 7 demonstra a tendéncia da maior expressao dos subtipos celulares

no protocolo 2 em relagéo ao protocolo 1 e o grupo tumor.

Figura 7 - Comparacédo dos niveis de producao de citocinas.

TUMOR
4

® CD8/FN @ TCRAFN & TCRMWL7

Fonte: Do Autor, 2023.

Nota: llustracdo da producéo de citocina pelos tipos de linfdcitos T v6 e aff. Em azul representando a produgéo de
IFN- v pelos linfocitos T CD8+ (CD8/IFN), em vermelho linfécitos T y& produtores de IFN-y (TCR/IFN) e em
verde linfocitos T vy produtores de IL-17 (TCR/IL-17).

55.CORRELACAO DO VOLUME TUMORAL E LINFOCITOS T CD8+
PRODUTORES DE IFN-y
Podemos observar a correlagdo do volume tumoral com a producéo de Interferon gama

(IFN-y) nos trés grupos experimentais: Tumor (controle), Protocolo 1 (P1) e Protocolo 2 (P2).

Observamos no grafico A da figura 8 a correlagéo entre o volume tumoral e linfocitos
T CD8+ produtoras de IFN-y grupo Tumor, sendo a correlagdo positiva (r= 0,9820),
considerada uma correlagdo muito forte, indicando que com o aumento do volume tumoral

aumenta a expressao de linfocitos T citotoxicos produtores de IFN-y.
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J& no gréfico B da figura 8 é observado a correlagdo no grupo protocolo 1 (P1),
demonstrando a existéncia de uma correlacdo negativa (r= -0,2402), sendo considerado uma
correlacdo negativa fraca, onde significa que o aumento da expresséo de linfocitos T citotoxicos

produtores de IFN-y, indicando a diminui¢éo do volume tumoral.

No gréfico C da figura 8 observamos o grupo protocolo 2 (P2), no qual existe uma
correlacdo positiva (r= 0,7559), que pelo valor é considerada forte, indicando que com o
aumento do volume tumoral, ocorre 0 aumento da expressdo de linfocitos T citotdxicos
produtores de IFN-y, como uma forma de tentar combater as células tumorais e diminuir o

volume das células tumorais.
Figura 8 - Volume tumoral X Linfdcitos T CD8+ produtores de IFN-y
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3.405 3410 3415 3420 3.425 3430 3435 2895 2900 2.905 2.910 2.915 2.920 2.925 3,935 3,940 3.945 3,950 3.955 3.960 3.965
Linfocito T Citotoxico + IFN-Gama Linfécito T Citotoxico + IFN-Gama Linfacito T Citotoxico + IFN-Gama

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2023.

Nota: Gréaficos que demonstram as correlagdes do volume tumoral (mm?) em relagéo a expressédo de linfocitos T
citotdxicos produtores de IFN-Gama. No grafico A demonstra a correlagdo positiva muito forte (r=0,9820) no
grupo Tumor. O grafico B evidenciou uma correlagdo negativa fraca (r=-0,2402) no grupo protocolo 1. Ja no

grafico C observamos uma correlacdo positiva forte (r=0,7559) no grupo protocolo 2. Foi utilizado teste de
Pearson.

5.6.CORRELACAO DO VOLUME TUMORAL E LINFOCITOS T 8
PRODUTORES DE IFN-y
Podemos observar a correlagdo do volume tumoral com linfocitos T yd produtores de

Interferon gama (IFN-y) nos trés grupos experimentais: Tumor (controle), Protocolo 1 (P1) e
Protocolo 2 (P2).
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No gréafico A da figura 9, observamos no grupo Tumor uma correlacdo muito forte
negativa (r=-0,9820), onde ocorre o aumento da expressdo de IFN-y em linfocitos T yd de

acordo com a diminuicdo do tamanho do volume tumoral.

Podemos observar no grupo do protocolo 1, ilustrado no gréafico B da figura 9, uma
correlacdo fraca negativa (r=-0,2402), indicando que & medida que o tumor diminui, ocorre o
aumento da expressdo de IFN-y em linfocitos T 0.

Observamos no grafico C da figura 9, o grupo protocolo 2, onde temos uma correlacao
positiva forte (r=0,7559), onde ocorre um aumento da produgéo de IFN-y em linfocitos T yd de
acordo com o aumento do volume tumoral, essa maior positividade de células e com o objetivo

de combate as células tumorais.

Figura 9 — Volume tumoral x Linfécito T yd produtoras de IFN-y

Tumor Protocolo 1 (P1) Protocolo 2 (P2)
0.9 r=-0,9820 0.6 r=-0,2402 0.6+ r=0,7559
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1.025 1.030 1.035 1.040 1.045 1.050 1.055 1.456 1.460 1.4656 1.470 1.475 1.480 1.485 3.426 3430 3.435 3.440 3.445 3.450 3.456
Receptor de Células T Gama Delta + IFN-Gama Receptor de Células T Gama Delta + IFN-Gama Receptor de Células T Gama Delta + IFN-Gama

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2023.

Nota: Gréaficos que demonstram as correlagdes do volume tumoral (mm?) em relacio a expressédo de linfécitos T
vd produtores de IFN-Gama. No gréfico A demonstra uma correlagdo negativa muito forte (r=-0,9820) no grupo
Tumor. O gréfico B evidenciou uma correlacdo negativa fraca (r=-0,2402) no grupo protocolo 1. J& no gréafico C

observamos uma correlacdo positiva forte (r=0,7559) no grupo protocolo 2. Foi utilizado teste de Pearson.

5.7.CORRELACAO DO VOLUME TUMORAL E LINFOCITOS T &

PRODUTORAS DE IL-17

Podemos observar a correlagéo do volume tumoral com linfocitos T yd produtores da
Interleucina 17 (IL-17) nos trés grupos experimentais: Tumor (controle), Protocolo 1 (P1) e
Protocolo 2 (P2).
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No grafico A da figura 10, observamos no grupo Tumor uma correlacdo negativa muito
forte (r=-0,9820), onde ocorre um aumento da expressao de IL-17 em linfocitos T yd de acordo

com a diminuicao do volume tumoral.

Podemos observar no grupo do protocolo 1, ilustrado no grafico B da figura 10, uma
correlagé@o negativa fraca (r= -0,2402), demonstrando que com a diminui¢do do tamanho do

tumor, ocorre um aumento da expressdo de IL-17 em linfocitos T y3.

Observamos no grafico C da figura 10, o grupo protocolo 2, onde temos uma correlagao
positiva forte (r= 0,7559), onde ocorre um aumento da produgdo de IL-17 em linfocitos T yd de

acordo com o0 aumento do volume tumoral.

Figura 10 - Volume tumoral x Linfocitos T yé produtoras da IL-17
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2023.

Nota. Graficos que demonstram as correlagdes do volume tumoral (mm?) com linfécitos T ¥8 produtores de IL-
17. No gréfico A demonstra a correlagdo negativa muito forte (r=-0,9820) no grupo Tumor. O gréafico B evidenciou
uma correlagdo negativa fraca (r= -0,2402) no grupo protocolo 1. J& no grafico C observamos uma correlagéo

positiva forte (r= 0,7559) no grupo protocolo 2. Foi utilizado teste de Pearson.
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6. DISCUSSAO
Nossos resultados demonstram uma validacdo de nossa hipotese, pois obtivemos

resultados interessantes do grupo protocolo 2 em comparac¢ao aos grupos experimentais.

Na ultima década, diferentes estratégias, tem sido avaliadas em modelos pré-clinicos de
animais para o tratamento do cancer. Em uma dessas perspectivas, as vacinas celulares com
células dendriticas sdo avaliadas em diferentes contextos, levando em consideracdo suas

propriedades especiais de coordenacédo das respostas imunes.

Em convergéncia a esses estudos, a identificacdo de protocolos que resultem em uma
resposta imune potente, robusta e duradoura que promova a regressao e/ou erradicacdo de
tumores, tem sido foco desses diferentes estudos. Portanto, compreender 0s mecanismos
imunes no microambiente tumoral dessas diferentes estratégias, claro, associado aos estudos de
mecanismos, biologia, funcdo e metabolismo das DCs, ajudar-nos-ia a explorar melhor esta
ferramenta, apoiando a ideia da sua utilizacdo da interrupcdo/controle do desenvolvimento

tumoral, por meio da articulacdo de mecanismos imunes.

As células dendriticas (DCs) sdo reguladores centrais da resposta imune adaptativa e,
como tal, sdo necessarias para a imunidade ao cancer mediada por células T. Em particular, as
respostas antitumorais dependem de um subconjunto especializado de DCs convencionais que
transportam antigenos tumorais para a drenagem dos ganglios linfaticos e apresentam antigenos
cruzados para ativar linfécitos T citotoxicos. A maturacdo das DC é necesséria para fornecer
sinais coestimulatorios as células T, mas embora a maturacdo das DC ocorra dentro dos
tumores, € muitas vezes insuficiente para induzir uma imunidade potente, particularmente a luz
dos mecanismos supressivos dentro dos tumores. A imunoterapia de DCs vem sendo muito
testada com protocolos diferentes para se alcangar uma forma mais eficiente e eficaz para o
tratamento de tumores, o direcionamento terapéutico das DCs continua a ter potencial de
traducdo em abordagens combinatdrias (GARDNER; RUFFELL, 2016).

Desta forma, o presente estudo, avaliou a influéncia de um protocolo alternativo de
maturacgdo de células dendriticas no microambiente tumoral, sob os aspectos de volume tumoral
e os tipos celulares como os linfocitos T citotoxicos que produzem interferon-gama e também
as células T yd que expressam interferon-gama e IL-17. O protocolo alternativo (P2) se
diferencia do protocolo tradicional (P1) em relacdo a maturacdo das DCs, no caso com uso de
IL-12 e RANTES.
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Em nosso estudo, o grupo experimental tratado com o protocolo 2 teve uma maior
expressdo de linfocitos T citotoxicos produtores de IFN-y se comparados ao grupo tumor e ao
grupo tratado com o protocolo 1. Isso demonstra que ha producdo de uma maior quantidade de
IFN-y. O IFN-y apoia os linfocitos T citotoxicos, estimulando a maturacdo das células
dendriticas e aumentando a sua capacidade de processar e apresentar antigenos. Essa citocina é
de grande importancia no combate antitumoral (MIAR et al., 2020).

Segundo o trabalho de VIEIRA et al., (2021), nas células cancerigenas, o IFN-y precisa
ser ativado, pois ha a necessidade de recrutar células dendriticas para o combate aos tumores e
desencadear respostas antitumorais de células T em combinacdo com o bloqueio do ponto de
controle imunoldgico. Essa citocina foi produzida em maior quantidade no grupo do protocolo
2, como uma forma de tentar fazer a defesa antitumoral, isso pode indicar um dos motivos do

volume tumoral do grupo protocolo 2 ser menor em relagéo aos outros grupos.

Nossos resultados demonstraram que 0 grupo tumor apresentou uma maior positividade
de linfdcitos T citotdxicos em relacdo ao grupo protocolo 1. Isso nos faz pensar que néo seria

os linfocitos T citotdxicos que fazem o volume tumoral diminuir.

Destacamos também na imunoterapia contra o cancer as c€lulas T yd que expressam
receptores de antigenos e contribuem para a vigilancia antitumoral linféide e preenchem a
lacuna entre a imunidade inata e a adaptativa. As células T yd tém a capacidade de secretar
citocinas abundantes e exercer potente citotoxicidade contra uma ampla gama de células
cancerigenas e exibem papéis importantes na vigilancia imunoldgica e na defesa imunoldgica
contra tumores e tornaram-se células efetoras atraentes para a imunoterapia contra o
cancer. Recentemente, as células T 3 estdo entrando em ensaios clinicos e demonstraram que

a imunoterapia baseada em células T yo € bem tolerada e eficiente.

No nosso estudo também foi observado um aumento significativo de receptores de
linfocitos T yd produtores de IFN-y no protocolo 2, em relacdo ao grupo do protocolo 1 e ao
grupo do controle positivo (Tumor). Esse resultado pode se inferir na corroboracdo juntamente
com a producdo de IFN-y pelo linfécito T citotoxico da diminuicdo do volume tumoral dos

animais do grupo protocolo 2 em comparagao aos outros grupos.

A principal citocina produzida pelas células T yd € o IFN-y, que € uma citocina central
nas respostas imunes antitumorais. O IFN-y desempenha um papel importante na imunidade

antiviral, antibacteriana e antitumoral. As células T yd conferem resisténcia a regimes
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particulares de carcinogénese quimica e a certos tumores que surgem espontaneamente em
camundongos transgénicos (VANTOUROUT; HAYDAY, 2013).

Em nossos resultados também encontramos o0 aumento da expressao de IL-17 por
linfocitos T yd no grupo de animais do protocolo 2 se comparado aos outros animais dos grupos
Tumor e do protocolo 1. A maior producéo de IL-17 no grupo protocolo 2, pode também ajudar
a explicar a diminuicdo do volume tumoral neste grupo testado quando comparado aos outros

grupos.

Segundo o estudo de CORPUZ et al., (2016), as células T yd respondem a moléculas
reguladas positivamente apds infeccdo ou estresse celular usando moléculas de TCR e nao-
TCR. A importéncia dos sinais inatos versus a ligacdo do TCR varia muito. Tanto 0s
subconjuntos de linfocitos T yd produtores de IL-17 como os subconjuntos de linfécitos T yd
produtores de IFN-y ajustam a sensibilidade de seu TCR apds o desenvolvimento do timo,
permitindo respostas robustas a citocinas inflamatorias na periferia. As células T vd

convencionais restantes mantém alta capacidade de resposta do TCR.

No trabalho de LOPES; SANTOS (2021), € relatado que os linfocitos T yd podem exibir
uma infinidade de fun¢des imunoldgicas, em mdaltiplos modelos de doencas, como fontes de
citocinas pré-inflamatorias, 1L-17A (IL-17) e IFN-y. Estes sdo produzidos por subconjuntos
distintos de células T yd efetoras murinas que divergem durante o desenvolvimento de células
T vd timicas. Entre as maltiplas funcGes que esses subconjuntos desempenham nos tecidos
periféricos, uma divisdo marcante emergiu no ambiente intra-tumoral: enquanto os linfécitos T
10 que expressdo IFN-y inibem o crescimento das células tumorais, 0s linfocitos T yd produtores
de IL-17 promovem a progressdo do tumor e a formacdo de metastases, isso gera um conflito
entre a producdo das duas citocinas no combate as células tumorais. Os estudos quando
envolvem essas citocinas visam a compreensao de como as fontes e vias metabélicas podem
impactar o equilibrio da quantidade entre os linfocitos T yd que expressam IFN-y e linfécitos T
vo que expressam IL-17 no microambiente tumoral, o balan¢o dessas citocinas vao levar o
sucesso do combate das células tumorais, o que abre um novo caminho interessante para

explorar em diregéo a aplicacdo de células T yd na imunoterapia contra o cancer.

Em relagéo a correlagéo do volume tumoral com linfocitos T citotoxicos que produzem
IFN-y mostra uma correlagdo positiva forte no grupo do protocolo 2, ou seja, conforme o
volume do tumor vai aumentando, a produgdo IFN-y também aumenta com o objetivo dessa

citocina combater as células tumorais. J& no grupo protocolo 1 foi demonstrada uma correlagéo
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negativa, conforme o volume tumoral diminui a producdo de IFN-y ¢ aumentada nesse grupo.
Isso demonstra uma maior eficiéncia do protocolo 2 em produzir a citocina IFN-y ¢

consequentemente o combate tumoral.

De acordo com o artigo de BERGAMASCHI et al., (2020), os linfocitos T citotoxicos
positivos intratumorais apresentaram caracteristicas de ativacdo com maior producdo de IFN-
Y, € essa citocina por sua vez ajuda no combate do crescimento e erradicacdo das células

tumorais.

Em nosso estudo também encontramos uma correlagdo do volume tumoral em relacéo
a producdo IFN-y por linfocitos T y8. Encontramos uma correlacdo positiva no grupo do
protocolo 2, ou seja, a producéo da citocina IFN-y por linfocitos T y6 aumenta a medida que o
volume tumoral aumenta. Nos grupos de animais tumor e protocolo 1 encontramos uma
correlagdo negativa, conforme o tumor diminui seu volume a produgédo IFN-y por linfécitos T

v por esses grupos aumentam.

E demonstrado no trabalho de CHEN et al., (2019), multiplas citocinas encontradas em
microambiente tumoral imunorreativo, sendo uma das principais o IFN-y, que podem induzir a
expressao de mecanismos para o combate a células tumorais. Podemos inferir no nosso trabalho
que o aumento do volume tumoral, faz com que a citocina IFN-y produzida pelos linfocitos T
yd aumente também sua expressdo com objetivo de combater as células neoplésicas no

microambiente tumoral.

Outra correlagéo que realizamos, foi do volume tumoral em relagéo a produgéo de IL-
17 por linfocitos T yd. Vimos que no grupo do protocolo 2 temos uma correlagdo positiva, ou
seja, conforme o tamanho do volume aumenta, também aumenta a producdo de IL-17. J& nos
grupos tumor e protocolo 1 temos uma correlacdo negativa, conforme o volume tumoral se

diminui seu tamanho temos o0 aumento da expressao de linfocitos T yd que produzem IL-17.

A producdo de IL-17 por certos subconjuntos de linfocitos T yd recruta células
imunossupressoras, como células supressoras derivadas de mieloides ou pequenos macréfagos
peritoneais, que podem promover angiogénese, crescimento de células tumorais e diferenciacao
de células T regulatdrias. A IL-17 produzida por linfocitos T yd pode ter comportamentos
distintos em diferentes tipos de cancer, como promover o aumento tumoral no caso de um
cancer gastrico ou de imunossupressor de células cancerosas, apresentando um bom

prognadstico em cancer de mama (LIU et al., 2022).
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Em contrapartida o trabalho de COFFET et al., (2015), demonstrou mecanicamente que
a interleucina IL-1p provoca a expressdo de IL-17 em células T y3, resultando em altera¢des
sistémicas, expansdo e polarizacao dependente do fator estimulador de coldnias de granulécitos
de neutréfilos em camundongos portadores de tumores mamarios. Foi demonstrado neste
trabalho que a presenca da expressdo de IL-17 em células T yd no microambiente tumoral
maximizam sua chance de metastase, evocando uma cascata inflamatoria sistémica em modelos

de camundongos com metéstase espontanea de cancer de mama.

Em nosso trabalho podemos inferir que o protocolo 2 é mais eficiente se comparado ao
protocolo 1 e ao grupo tumor em relacdo a producdo de IFN-y por linfécitos T citotoxicos e
linfocitos T yd. A diferenca entre maior eficiéncia do protocolo 2 em relagéo ao protocolol,
pode ser explicada pelo uso da citocina RANTES no processo de maturacdo da imunoterapia

com células dendriticas.

Segundo o trabalho de WERTEL (2011), os niveis de RANTES foram correlacionados
com células dendriticas mieloides e linfoides. A concentracdo de RANTES no plasma foram
elevadas nos pacientes com cancer de ovario maligno quando comparados aos pacientes com
tumor benigno. Onde foi concluido que a concentracdo de RANTES é diferente de acordo com

o tipo de malignidade das células, e essa citocina pode aumentar em caso de células malignas.

Nosso trabalho demonstrou que o protocolo 2 se mostrou mais eficiente em relagédo ao
protocolo 1. Pois os animais do grupo tratado com DCs maturadas com o protocolo 2
apresentaram maior quantidade de linfocitos T citotoxicos produtores de IFN-y e também uma
maior quantidade de linfocitos T yd produtores de IFN-y e IL-17. Podemos inferir que os
animais tratados com o protocolo 2 tiveram uma melhor resposta ao tratamento antitumoral,
pois esses animais tiveram uma reducdo do volume tumoral se comparado ao grupo tumor e
protocolol. Sugerimos mais estudos para endossar ou refutar nossos resultados. E também
precisamos de mais estudos para entender a relacdo do IL-17 no combate antitumoral, para

entender seu beneficio ou maleficio.
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7. CONCLUSAO
Nosso estudo demonstrou que os animais tratados com células dendriticas maturadas
com o protocolo 2 tem um maior numero de linfécitos T citotoxicos produtores de IFN-y, se

comparado aos animais do grupo tumor e protocolol.

Se comparamos 0s animais do grupo tumor, protocolo 1 e protocolo 2, também foi
demonstrado que no protocolo 2 temos um maior nimero de linfocitos T yé expressando IFN-
vy e IL-17.

Quando correlacionamos o volume tumoral com a producdo de citocinas, houve
correlacdo positiva, demonstrando que o grupo protocolo 2 por ter maior expressao IFN-y e IL-

17, ou seja, melhora o combate antitumoral.

Concluimos que o protocolo 2 onde usamos TNF-o, , IL-12 e RANTES para
diferenciacdo e maturacdo das DCs é mais eficaz em relacdo ao protocolo 1. Com isso temos
uma nova alternativa para ser estudada e possivelmente aplicada em tratamentos oncolégicos

para nossa sociedade.
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Breast cancer is the leading cause of death among female cancer types, in addition to
the high risk of metastasis. Dendritic cells (DCs) emerge as an essential tool in anti-
tumor immunotherapy; as initiators and coordinators of the adaptive immune response,
dendrific cells are necessary to induce the immune response. DC maturation protocols
are tested to seek the best performance in the activity of these cells. Another tool that
has demonstrated importance is gamma delta (y8) T lymphocytes, which can secrete
abundant cytokines such as Interleukin 17 (IL-17) and Interferon gamma (IFN-y) and
exert potent cytotoxicity against a wide variety of cells. Therefore, the objective of the
present study is to quantify the presence of cytotoxic T lymphocytes (CD8+) producing
IFN-y and the presence of y& T lymphocytes producing IL-17 and IFN-y in different DC
differentiation and maturation protocols, designated in this work as protocol 1
(maturation with TNF-a) and protocol 2 (maturation with IL-12 and RANTES). For this,
female BALB/c mice were separated into groups: Tumor (n=12), Protocel 1 (n=12) and
Protocol 2 (n=12). These animals were induced to develop tumors using the 4T1 cell
line, and subsequently, the experimental groups were treated with protocol one or
protocol 2. The quantification of cytotoxic T lymphocytes and y3 T lymphocytes
producing the cytokines IFN-y and IL-17 was done using flow cytometry. We found a
more significant number of cytotoxic T lymphocytes producing IFN-y and y5 T
lymphocytes producing the cytokines IFN-y and IL-17 in animals treated with protocel 2
compared to protocol 1. Protocol 2 proved to be more efficient for the maturation of
DCs in anti-tumor treatment. However, as it is an experimental study, further
investigations are needed to elucidate and better understand a protocol for the
maturation of dendritic cells in addition to the balance of the cytokines IL-17 and IFM-y
in combating the cell tumors.



