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RESUMO

As células dendriticas (DCs) sdo consideradas as melhores apresentadoras de antigenos e,
podem desenvolver uma potente atividade citotoxica, caracterizando-as como ceélulas
dendriticas assassinas. Essas células sdo frequentemente utilizadas em estudos para o
tratamento do cancer, um conjunto de doencas originados pelo crescimento desordenado das
células. No passado, as DCs eram utilizadas devido a sua excelente habilidade na apresentagdo
de antigenos; hoje, considera-se também sua capacidade citotoxica. Diante desta outra
caracteristica, tornou-se imperativo investigar o destino e a funcao dessas células, obtidas por
meio de um protocolo de diferenciacdo e maturagdo padronizado no Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON). Além disso, buscou-se compreender os mecanismos efetores indiretos das
DCs no combate as células tumorais. Para realizar esses estudos, camundongos fémeas BALB/c
foram induzidos ao desenvolvimento de céncer de mama utilizando células 4T1.
Posteriormente, foram tratados com a imunoterapia de DCs marcadas com CFSE. Durante o
periodo experimental, as DCs foram monitoradas in vivo, e apos a eutanasia dos animais, foram
realizadas marcacbes nos linfonodos para MHC-II, linfécitos T auxiliares e citotoxicos.
Observou-se que as DCs migraram para os 6rgaos linfaticos, onde desempenham sua funcéo de
apresentacdo de antigenos. Ao analisar as funcdes efetoras indiretas das DCs nos tumores, por
meio da expressdo de granzima B, perforina, Fas e FasL utilizando a técnica de
imunofluorescéncia direta, constatou-se uma diminuicdo significativo da expressdo da
granzima B, perforina e Fas nos tumores dos animais tratados em compara¢do com 0s ndo
tratados. Além disso, observou-se um aumento de FasL no grupo tratado em comparagdo com
0 grupo de controle sem tratamento. Além desses resultados, evidenciou-se uma reducéo no
volume tumoral, sugerindo que essa diminuicdo ndo foi desencadeada apenas pela granzima B
e perforina, mas também pela diminuicdo de Fas e aumento de FasL nos tumores dos animais
tratados. Assim, infere-se que no modelo aqui estudado, as DCs atuaram como excelentes
apresentadoras de antigenos, desempenhando ndo apenas a funcdo de apresentacdo, mas

também contribuindo efetivamente para a resposta citotdxica no ambiente tumoral.

Palavras-chave: Imunoterapia. Célula dendritica. Perforina. Granzima B. Receptor Fas.

Proteina ligante Fas.



ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are considered the best antigen-presenting cells and can develop potent
cytotoxic activity, characterizing them as Killer dendritic cells. These cells are often used in
studies for cancer treatment, a group of diseases originating from the uncontrolled growth of
cells. In the past, DCs were used due to their excellent antigen presentation ability; today, their
cytotoxic capacity is also considered. Given this other characteristic, it became imperative to
investigate the fate and function of these cells, obtained through a standardized differentiation
and maturation protocol at the Oncology Research Institute (IPON). Furthermore, efforts were
made to understand the indirect effector mechanisms of DCs in combating tumor cells. To
conduct these studies, female BALB/c mice were induced to develop breast cancer using 4T1
cells. Subsequently, they were treated with DC immunotherapy labeled with CFSE. During the
experimental period, DCs were monitored in vivo, and after euthanizing the animals, markings
were made on the lymph nodes for MHC-II, helper T cells, and cytotoxic T cells. It was
observed that DCs migrated to the lymphatic organs, where they performed their antigen-
presenting function. When analyzing the indirect effector functions of DCs in tumors, through
the expression of granzyme B, perforin, Fas, and FasL using direct immunofluorescence
technique, a significant decrease in the expression of granzyme B, perforin, and Fas was found
in the treated animals' tumors compared to the untreated ones. Additionally, an increase in FasL
was observed in the treated group compared to the untreated control group. Besides these
results, a reduction in tumor volume was evidenced, suggesting that this decrease was not
triggered solely by granzyme B and perforin but also by the decrease in Fas and increase in
FasL in the treated animals' tumors. Thus, it is inferred that in the model studied here, DCs
acted as excellent antigen-presenting cells, not only performing the presentation function but

also effectively contributing to the cytotoxic response in the tumor environment.

Keywords: Immunotherapy. Dendritic cells. Perforin. Granzyme B. Fas Receptors; Fas
Ligand.
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1. INTRODUCAO

“O cancer ¢ uma doenca de proliferagcdo descontrolada por células transformadas
sujeitas a evolugdo por selegdo natural” (BROWN et al., 2023). As alteracbes no DNA destas
células sdo desencadeadas pelos proto-oncogenes que séo inativos em células normais. A partir
do momento que esses genes sdo ativados eles passam de proto-oncogenes para oncogenes,
tornando a célula normal em uma célula tumoral (INCA, 2023).

Para que se inicie esse processo de carcinogénese, a célula normal precisa ser exposta
por um determinado tempo aos agentes cancerigenos, a fim de causarem danos ao DNA. A
Figura 1 apresenta os trés estagios do desenvolvimento do tumor:
1°- Estagio de iniciacdo: estdgio em que as células normais sofrem alteracfes nos seus genes
pelos genes cancerigenos, deixando-as capacitadas a seguirem 0s proximos estagios.
2°- Estagio de promocao: as celulas que sofreram alteragdes no DNA, sofrem efeito dos genes
chamados de oncopromotores, tornando essa célula com mutacGes genéticas em uma célula
maligna.
3°- Estdgio de progressdo: as células malignas multiplicam-se de forma descontrolada e

irreversivel, formando o tumor (INCA, 2023).

Figura 1 - Estagios da carcinogénese

Acdo dos
oncopromotores

Célula normal Célula Multiplicagao das

; Tumor
carcerosa células carcerosas

Fonte: Da autora, 2023.
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1.1.CANCER DE MAMA
O cancer de mama continua liderando o ranking dos canceres mais comuns entre as
mulheres, sendo estimado cerca de 73.610 novos casos no ano de 2023 (Fig. 2). Além de ser o
tipo mais comum, também é o mais letal entre os canceres que acomete as mulheres (INCA,
2023; LUKASIEWICZ et al., 2021).

Figura 2 - Incidéncia do cancer

Mulheres [ Mama feminina 73.610 30.1% |
Colon e reto 23.660 9,7%
Colo do utero 17.010 7,0%
Traqueia, bronguio e pulmao  14.540 6,0%
Glandula tireoide 14.160 5,8%
Estimago 8.140 3,3%
Corpo do utero 7.840 3,2%
Ovario 7.310 3.0%
Pancreas 5.690 2,3%
Linforna nao Hodgkin 5.620 2,3%

Fonte: INCA, 2023.

Nota:  Incidéncia estimada conforme a localizag&o primaria do tumor em mulheres, para o ano de 2023.

Séo vérios os fatores que fazem com que as mulheres tenham uma maior propenséo para
0 desenvolvimento do cancer de mama quando comparado aos homens. Esses fatores
compreendem desde o historico familiar, mutacdes genéticas, como também a histdria
reprodutiva. Pelo fato das mulheres possuirem aumento da estimulagdo hormonal e, por suas
células mamarias serem vulneraveis a hormonios como estrogénio e progesterona, o risco do
desenvolvimento do cancer de mama é aumentado. S&o muitos 0s eventos que acompanham as
mulheres ao longo da vida, como a primeira menstruacao, gravidez, amamentagdo e menopausa.
Todos esses eventos trazem consigo alteracbes hormonais, tendo potencial para desencadear a
formagéo do tumor (LUKASIEWICZ et al., 2021).

O prognostico de cancer de mama envolve informagdes desde tamanho tumoral ao grau
de diferenciacdo histologica, com presenca ou ndo de metéstases. Apesar dessas serem
caracteristicas patoldgicas classicas que muitos tumores apresentam, elas possuem
comportamentos distintos devido a sua biologia. Pensando no contexto de expressdo dos

receptores, existem trés subtipos principais do cancer de mama que se correlacionam com o
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progndstico (Fig. 3): cancer de mama luminal, cancer de mama HER2 e o cancer de mama
triplo negativo (LUKASIEWICZ et al., 2021; SERRA et al., 2014; YIN et al., 2020).

Figura 3 - Os trés principais subtipos de cancer de mama

A8y, 4 0____
G 7L

Receptores hormonals Triple negativo

Turmores Luminais

Fonte: ROCKETPIXELS_CIONIC, 2020.

As células de cancer de mama luminal ndo apresentam o Human Epidermal growth
factor Receptor-type 2 (HER2) na superficie, contudo possuem receptores hormonais de
estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (PR), sendo assim possivel a utilizacdo de
tratamento de terapia hormonal. Este tipo de cancer é subdividido em luminal A e luminal B,
sendo o primeiro associado a melhor prognéstico com altas taxas de sobrevivéncia e baixas
taxas de recorréncia em comparagdo com o luminal B, pois este geralmente é diagnosticado ja
em estagio mais avancado e com os linfonodos ja comprometidos pelas células tumorais
(BARRETO-NETO et al., 2014).

Ja os pacientes diagnosticados com o segundo subtipo de cancer, 0 HER2 positivo, estdo
propensos a maior recorréncia e metastases quando comparado com o tipo de cancer luminal.
Entretanto, esses pacientes respondem bem a terapia alvo bioldgica anti-HER2.

O céancer de mama triplo negativo é caracterizado pela inexisténcia do RE, PR e HER2
e, é considerado o mais agressivo, com rapida disseminacao e com pior progndstico, pois devido
a auséncia desses trés receptores, este tipo de cancer ndo pode ser tratado com terapia hormonal
e nem com a terapiaalvo HER2 (BARRETO-NETO et al., 2014; YIN et al., 2020). Deste modo,
a imunoterapia tem sido uma opg¢éo aplicada na pratica clinica com resultados promissores.

Contudo, a recorréncia de metastases em 6rgdos distantes continua sendo um desafio para o
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sucesso do tratamento (WU et al., 2023). Para melhor entendimento deste tipo de cancer,
pesquisas continuam sendo feitas, utilizando principalmente a linhagem de células 4T1
(carcinoma mamario murino de células 4T1), que sdo células de cancer de mama, isoladas de
camundongos BALB/c, originalmente por Fred Miller e colaboradores do Karmanos Cancer
Institute em 1983. Essas células 4T1 sdo altamente invasivas e sdo transplantadas facilmente
para a glandula mamaéria, permitindo assim o crescimento no local anatomicamente correto.
Estas caracteristicas as tornam um modelo experimental adequado para o estudo do cancer de
mama humano triplo negativo (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

1.2.RESPOSTA IMUNOLOGICA AOS TUMORES

Ja é bem descrito, que o sistema imune é desenvolvido através de varios mecanismos
para reconhecer patdgenos potencialmente prejudiciais através de antigenos e, para ndo
responder aos nossos proprios antigenos. Assim como demonstrado anteriormente no topico
cancer, as células cancerigenas sofrem inimeras mutacdes e alteracdes no seu DNA, o que
acaba levando a expressdo de antigenos especificos que podem ser reconhecidos como
antigenos nao proprios, 0 que consequentemente desencadeia a ativacdo do sistema imune
(JANSSEN et al., 2017).

Por volta do ano de 1909, o cientista Paul Ehrlich acreditava que o sistema imune seria
capaz de reconhecer e eliminar células atipicas, mas com as restrigdes existentes na época essa
informacao teria sido esquecida por muitos anos. Na década de 50, dois pesquisadores, Lewis
Thomas e Frank MacFarlane Burnet, teriam retomado esse conceito, dando assim inicio a teoria
de imunovigilancia tumoral (SILVA et al., 2021).

Teoricamente, quando as células tumorais séo eliminadas, os antigenos liberados
deveriam ampliar a resposta antitumoral, mas sabemos que nem sempre isso acontece como
esperado. Os antigenos tumorais liberados, podem ndo ser detectados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCSs), indicando que o sistema imune tem influéncia na selegéo
de células tumorais que irdo sobreviver (CHEN; MELLMAN, 2013; SILVA et al., 2021).
Deste modo, surgiu o conceito de imunoedicdo tumoral, que compreende trés etapas (SILVA
etal., 2021):
1° - Eliminacédo — as células do sistema imune inato [Células Natural Killer (NK), linfocitos T
gama delta (yd) e macrdfagos] e do sistema imune adaptativo [linfocito T citotoxico (CD8+),
linfocito T auxiliar (CD4+) e linfocito B] possuem a capacidade de identificar e eliminar as

celulas tumorais antes da sua proliferacéo.
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2° - Equilibrio — o sistema imune exerce uma pressdo seletiva sobre as células que sobreviveram
a etapa de eliminacdo. No caso, 0 sistema imune consegue conter, mas ndo de extinguir essas
celulas tumorais.

3° - Evasdo — quando as células com menor capacidade imunogénica escapam do sistema imune

e proliferam.

O inicio da interacdo do sistema imune com o tumor pode ocorrer pelas alteracdes do
estroma que induzem o recrutamento de células imune, e/ou, pelo processamento e
apresentacdo dos antigenos tumorais por meio das APCs, como os linfécitos B, macréfagos e
principalmente pelas células dendriticas (DCs) (CHEN; MELLMAN, 2013; SILVA et al.,
2021).

1.3.CELULAS DENDRITICAS

As DCs tém sido amplamente estudadas desde a sua descoberta em 1973 por Ralph
Steinman. Originadas na medula 6ssea a partir de células tronco hematopoiéticas pluripotentes,
elas ddo origem a duas populacGes progenitoras: do tipo mieloide, localizada na medula éssea,
corddo umbilical e sangue periférico e do tipo linfoide, localizada no timo. Tanto as DCs
mieloides quanto os granulécitos e macréfagos vém do mesmo precursor e, para diferenciacgéo,
desenvolvimento e recrutamento destes tipos celulares € necessario a presenca de fator
estimulador de colénia de macrofagos e granulécitos (GM-CSF) e do fator de necrose tumoral
(TNF). Geralmente as DCs mieloides (mDCs) séo classificadas em varias subpopulac@es: DCs
convencionais (cDCs), DCs plasmocitoides (pDCs), DCs derivadas de mondcitos (moDCs)
(CORADO, 2005; LIU et al., 2021).

As cDCs sdo caracterizadas pela expressédo de CD11c e séo divididas em cDC1 e cDC2,
sendo a primeira especializada no processamento e apresentacdo de antigeno intracelular como
também no processo de apresentacdo cruzada para ativacdo dos linfocitos T CD8+ e para a
ativacdo de linfocitos T CD4+. As cDC2 ativam eficientemente os linfocitos T CD4+
estimulando a polarizacdo nos seus diferentes perfis (Th1l, Th2, Th17 e Treg). J& as pDCs s&o
importantes para as respostas antivirais e antitumorais, além de serem consideradas as mais
potentes células produtoras de interferon do tipo 1, enquanto que as moDCs sdo originadas pela
diferenciacdo das DCs em resposta a estimulos inflamatorios, sendo elas entéo recrutadas para
o local da inflamacdo. Existem também as moDCs associadas a tumores, que possuem a funcao
de apresentagdo de antigenos mas sdo menos eficientes na ativacao de linfdcitos T especificos
(DEL PRETE et al., 2023; GODOY-TENA; BALLESTAR, 2022).
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As DCs linfoides, diferentemente das DCs mieldides, migram para o timo onde se
desenvolvem na medula timica ou migram diretamente para os érgdos linfoides secundarios e
se desenvolvem na presenca da combinacdo de diversas citocinas. As DCs do timo ou dos
orgdos linféides secundarios se localizam em regies ricas em linfocitos T, sendo estas
importantes na sele¢do negativa dos linfocitos T auto-reativos (CORADO, 2005).

Apesar das diferencas citadas anteriormente entre as DCs mieloides e as DCs linfdides,
h& muitas caracteristicas em comum, como a morfologia, expressdo de moléculas necessarias
para ativacdo de linfocitos T, receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR),
receptores de quimiocinas, entre outros (CORADO, 2005).

Devido a extensa expressao de receptores, as DCs conseguem patrulhar e identificar
sinais de perigo: patogenos e células tumorais. Além disso, quando ativadas, as DCs sdo
essenciais no microambiente tumoral, por desencadearem respostas antitumorais através da
ativacdo dos linfécitos T (DEL PRETE et al., 2023). Com a capacidade de detectar patdgenos,
fornecer sinais coestimuladores, ativar defesas imunoldgicas especificas (TIBERIO et al.,
2018) e ter papel importante na estimulacdo da imunidade antitumoral (SADEGHZADEH et
al., 2020), as DCs sdo consideradas as mais potentes células apresentadoras de antigeno
(TIBERIO et al., 2018).

Por existir essas diversas subpopulac@es de DCs, cada uma expressa um perfil Unico de
PRRs, induzindo respostas imunes diferentes. Além disso, cada subtipo segue uma rota
diferente, levando a propriedades migratorias diversas assim como fungbes imunolégicas e
inflamatdrias distintas (DEL PRETE et al., 2023; LIU et al., 2021).

1.3.1. Migragéo das DCs

As DCs migram através de tecidos linféides e ndo linféides e, essa caracteristica €
importante para a ativacdo das células dependentes das DCs de modo a regular a inflamacéo e
também a imunidade (LI1U et al., 2021). Entretanto, para que as DCs exercam as suas funcdes
de forma bem coordenada, é necessario a sua migracdo para destinos especificos. Assim, as
DCs precisam desenvolver uma rede regulatéria complexa envolvendo interacfes celulares e
moleculares (LIU et al., 2021).

A quimiotaxia e a migracdo das DCs é dependente da interacdo de quimiocinas com 0s
seus respectivos receptores, sendo a resposta quimiotatica mediada principalmente pelo
receptor de quimiocina C-C tipo 7 (CCR7). O CCR7 é um receptor acoplado a proteina G que
reconhece os ligantes de quimiocina 19 (CCL19) e 21 (CCL21) que estdo presentes em altos

niveis nos ndédulos linfaticos, direcionando assim a migracdo das células que capturaram o
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antigeno para esses tecidos (LIU et al., 2021; RAWAT et al., 2023; SANCHEZ-SANCHEZ et
al., 2004). A quimiocina CCL19 é expressa pelas células do estroma nos 6rgdos linfoides
secundarios, enquanto que, a CCL21 € expressa pelas células endoteliais linfaticas e, é essencial
para que as DCs migram para os linfonodos (SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2004). Quando o
CCRY é ativado, varias vias de sinalizacao intracelular envolvendo PI3SK/AKT, MAPK/NF-«xB
e HIF-1a sdo ativadas, desencadeando a retroalimentacdo da migracdo e capacidade
inflamatdria das DCs dependendo do contexto (LIU et al., 2021).

Quando a via de sinalizacdo PISK/AKT ¢ ativada ha inducao de sobrevivéncia para a
célula, por meio da inativacdo de moléculas pré-apoptdticas e ativacdo de sinais de pro-
sobrevivéncia (LIU et al., 2021).

A via de sinalizacdo MAPK/NF-kB ¢ criticamente importante para a maturagdo e
ativacdo das DCs induzida pelos receptores do tipo Toll (TLR) por meio de citocinas como a
IL-1, IL-6 e TNF. Com a maturagéo induzida via LPS/MAPK/NF-kB, as DCs aumentam a sua
capacidade migratdria pela regulacdo positiva da expressdo de MHC-II, moléculas co-
estimuladoras e CCR7 na superficie celular (LIU et al., 2021).

O fator 1l-alfa induzivel por hipoxia (HIF-1a) desempenha papéis importantes na
resposta imune inata e adaptativa, demonstrando apoiar a migracéo e funcionalidade das DCs
(LIU et al., 2021).

Muitos sdo os mecanismos intracelulares que regulam essa migragédo, incluindo
modificacdo de proteinas, reprogramacdo epigenética, remodelacdo metabdlica e rearranjo do
citoesqueleto. Em caso de desregulacdo na migracao destas células, as DCs podem ser ativadas
de forma anormal, resultando em um desequilibrio da resposta imune, interferindo nas respostas

autoimunes, infecciosas, alérgicas, patolégicas e em tumores (LIU et al., 2021).

1.3.2. Apresentacao de antigenos pelas DCs

Apos as células tumorais serem reconhecidas, ha liberagdo de diferentes citocinas e
quimiocinas, para ativagao e recrutamento de mais células imunes para o local. As DCs quando
ativadas, passam pelo processo de maturacdo caracterizado pela regulagdo positiva das
moléculas co-estimulatorias CD80, CD86 e CD40, produgdo de citocinas com consequente
migracao para os linfonodos regionais (CHEN; MELLMAN, 2013; SILVA et al., 2021; DEL
PRETE et al., 2023) (Fig. 4).

Para que as DCs possam ativar os linfocitos T, primeiramente, € necessario o
reconhecimento de antigeno ligado a molécula do complexo principal de histocompatibilidade

(MHC) classe I e classe I1, conhecido como I-A em camundongos. O MHC classe | é expresso
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em todas as células de mamiferos e exibe peptideos de antigenos intracelulares para os linfdcitos
T CD8+, enquanto que o MHC de classe Il é expresso somente em APCs e, exibe peptideos de
antigenos extracelulares para linfécitos T CD4+ (NANDA et al., 2006).

Os linfocitos T identificam peptideos apresentados nos MHC por meio de seus
receptores conhecidos como receptores de células T (TCR). Além deste primeiro sinal, é
necessario um segundo sinal, dado pela interacdo de moléculas co-estimulatérias com os seus
respectivos receptores. Para finalizar a ativacdo, hd o estimulo de diferentes citocinas
(BOUDREAU et al., 2011; CHEN; FLIES, 2013). Além dos mecanismos de apresentacdo ja
citados, existe a chamada apresentacdo cruzada, na qual a APC apresenta antigenos
extracelulares aos linfocitos T CD8+, alertando esses linfdcitos da presenca de outras células
infectadas como também da presenca de células tumorais (ROCK; REITS; NEEFJES, 2016).

Figura 4 - Maturacao das DCs e ativacao dos linfécitos
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Fonte: Adaptado de HACKSTEIN; THOMSON, 2004.

1.4.LINFOCITOS T CITOTOXICOS
Os linfocitos T sdo células com capacidade de reconhecer células infectadas e mutadas
e elimina-las por meio da apoptose ou necrose. Os linfocitos citotdxicos compreendem 0s

linfocitos T CD8+ e as células NK; ambas as células possuem mecanismos semelhantes de
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induzir a morte celular, mas diferem-se nos mecanismos de reconhecimento de antigeno e
ativagdo (VOSKOBOINIK; WHISSTOCK; TRAPANI, 2015).

Apés a ativacdo dos linfécitos T CD8+, ha consequentemente a ativacdo dos seus
mecanismos efetores, como por exemplo, a liberacdo de granulos liticos, sendo a perforina e as
granzimas 0 mecanismo mais importante e descrito (MARTINEZ-LOSTAO; ANEL; PARDO,
2015).

A perforina ¢ uma molécula formadora de poros, produzida pelos linfocitos citotoxicos
e, é conhecida pela sua capacidade de induzir a morte celular por meio da danificacdo da
membrana da célula alvo. Com essa funcionalidade, as perforinas sdo de suma importancia na
defesa contra doencas infecciosas e nas malignidades. Os poros por elas formados facilitam a
entrada de varios outros granulos, inclusive das granzimas que compde uma grande familia,
com cerca de 11 tipos previamente identificados (BARRY; BLEACKLEY, 2002; MIZUTANI
etal., 2022).

Dessas 11, apenas quatro encontram-se onipresentes nas células citoliticas humanas. A
granzima B é uma das mais abundantes e melhor caracterizada, atuando por meio da clivagem
proteolitica utilizando residuos de aspartato. Ela utiliza como principal substrato as caspases,
moléculas cruciais para a inducdo da morte celular. Ap6s a clivagem das caspases pelas
granzimas, uma cascata de sinalizacdo apoptoética é ativada levando a inducdo da apoptose da
célula alvo. Além da utilizagdo das caspases como substrato, a granzima B pode atuar por vias
independentes das caspases, sendo essas vias potentes na inducdo da morte celular (BARRY
BLEACKLEY, 2002).

Jé se sabe que apesar dos linfécitos T CD8+ utilizarem com maior frequéncia a via dos
granulos (granzima e perforina), essa ndo € a unica forma de morte celular mediada por essas
células. Os linfécitos T CD8+ podem induzir apoptose de células alvos por meio dos ligantes
de morte: ligante Fas (Fas/FasL) e ligante indutor de apoptose relacionado a TNF (TRAIL)
(BARRY; BLEACKLEY, 2002; SORDO-BAHAMONDE et al., 2020). Quando o linfécito T
CDB8+ é ativado, ele expressa o FasL e 0 TRAIL na sua superficie, que quando ligados aos seus
receptores, comumentemente presentes em células tumorais, sdo capazes de induzir a morte das
células alvos (MARTINEZ-LOSTAO; ANEL; PARDO, 2015).

O FasL, também conhecido como CD178 é expresso em células imunes, principalmente
em ceélulas NK e linfocitos T CD8+. Além de ser expresso, ele pode também ser secretado e
neste caso ele ndo exerce a sua fungdo citotdxica, podendo muitas vezes inibir a apoptose
induzida pelo FasL. Quando o FasL se liga com o seu receptor Fas (CD95), via de morte

extrinseca € ativada, sendo capaz de modular a homeostase, regulando a resposta imune e
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induzindo a eliminacdo da célula tumoral (LEE et al., 2018; SORDO-BAHAMONDE et al.,
2020).

1.5.IMUNOTERAPIA COM CELULAS DENDRITICAS

O sistema imunologico é utilizado para o combate de muitas malignidades solidas e
hematoldgicas, aumentando as possibilidades de beneficios clinicos como também o aumento
da sobrevida dos pacientes diagnosticados com a enfermidade (MUNHOZ; POSTOW, 2016).
O bloqueio de ponto de controle imunolégico, terapia celular adotiva e vacinas, sdo algumas
das estratégias utilizadas na imunoterapia de modo a melhorar as a¢6es dos linfocitos T. Todas
essas estratégias se baseiam em um Unico ponto de partida, que no caso, é a apresentacdo de
antigenos aos linfocitos T (GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020).

Devido as caracteristicas apresentadas pelas DCs, estas células sdo interessantes alvos
de estudos no intuito de amplificar a populacdo de células T especificas que possuem a
capacidade de reconhecer e eliminar as células tumorais (EMENS, 2018). As DCs residentes
no tumor regulam a resposta dos linfocitos T dentro dos tumores, além disso, as DCs ndo
residentes transportam os antigenos do tumor para os 6rgdos linfoides secundarios para ativacao
de linfocitos T, desencadeando o inicio da resposta imunolégica (EMENS, 2018; GARDNER;
DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020).

O avango com a imunoterapia trouxe ao longo do tempo beneficios sem precedentes
para o tratamento de varias neoplasias. Entretanto as taxas de respostas a muitos tumores ainda
continuam baixas, demonstrando a necessidade da melhoria das abordagens antitumorais (
GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020; MUNHOZ; POSTOW, 2016).

Em relacdo a utilizagdo de DCs, estudos continuam sendo feitos para melhorar as suas
fungdes, como também aumentar o seu nimero, de modo a promover uma resposta antitumoral
mais potente. Para melhorar a funcdo das DCs tém-se feito a ativacdo e expansdo in vivo,
fornecendo sinais de ativacdo exdgenos para reverter a supressao; assim como aumentar o
numero e a funcdo das DCs intratumorais e bloqueios de sinais inibitorios, que evitam a reducao
da funcionalidade das DCs. Além desses mecanismos in vivo, existe a op¢éo de terapias de DCs
que dependem da expansao e maturagdo exdgena de DCs derivadas de mondcitos ou de células
pluripotentes, precursores de DCs (Fig. 5) (GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL,
2020).
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Figura 5 - Terapias baseadas em DCs
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Fonte: Adaptado de GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020.

1.6.CELULAS DENDRITICAS CITOTOXICAS?

A ideia inicial de que as células dendriticas eram somente potentes apresentadoras de
antigenos esta sendo contrariada a medida que novos estudos estdo surgindo, demonstrando sua
atuacdo como célula assassina, altamente citotdxica. Dos varios subtipos descritos, 0s estudos
da citotoxicidade das DCs tém sido embasados nas analises das pDCs. Assim como WU et al.,
2016, KALB et al.,2012 também demonstraram que as pDCs podem induzir a morte de células
tumorais por mecanismos dependente da granzima B e TRAIL in vitro. Estudos feitos in vivo,
pelo WU et al., 2016, levaram a mesma conclusdo, de que as pDCs séo células assassinas e sao
capazes de eliminar diretamente as células tumorais. Tal como, em outras células com
caracteristicas citotoxicas, a granzima B e 0 TRAIL ndo sdo 0s Gnicos mecanismos envolvidos
na morte mediada pelas pDCs, elas podem utilizar de mecanismos adicionais como IFN-a, FasL
perforina, granulisina e lisozima (WU et al., 2016).



27

2. JUSTIFICATIVA

Com o alto indice de mortalidade e a falta de tratamentos eficazes que possibilitem a
cura, o cancer tem sido caracterizado como um problema de satde publica mundial. Apesar de
existirem alguns tipos de tratamentos, o desenvolvimento da imunoterapia contra o cancer
representa um dos avancos mais significativos da oncologia, mas assim como esses outros
tratamentos existentes, o sucesso da imunoterapia é limitado.

Partindo do principio que o sistema imune desempenha um papel crucial no combate ao
cancer, e que as DCs estabelecem uma ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, o estudo
mais aprofundado da migracéo delas contribuiria de forma significativa, principalmente ao que
diz respeito a potencializa¢do da imunoterapia utilizando essas células.

Como ja evidenciado, as DCs possuem alta capacidade de apresentar antigenos, bem
como funcdes citotdxicas, o que nos leva a necessidade de identificar o destino dessas células
apos o tratamento. Sera que elas ao serem injetadas no animal, iriam para os linfonodos realizar
a apresentacdo de antigenos as células T? Ou seré que elas iriam diretamente ao encontro do
tumor e, com a capacidade citotoxica que possuem, conseguiriam eliminar as células tumorais
diretamente?

Pensando nesses questionamentos, este trabalho foi realizado a fim de identificar qual o
perfil migratorio e a funcdo das DCs utilizadas na vacina, obtidas do protocolo de maturacéo ja
estabelecido no IPON. Com esses dados podemos estabelecer novas estratégias de
diferenciacdo e maturacdo dessas células, de modo a torna-las mais potentes na realizacdo da
funcdo desempenhada, 0 que consequentemente tornaria a vacina mais eficaz, com maior
capacidade de ativacdo da resposta imune-especifica e melhor indugédo da regressao tumoral.
Com isso, teremos um tratamento com menos efeitos colaterais e que melhoraria a condi¢éo de

vida dos pacientes diagnosticados com cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral:
Analisar o perfil funcional das células dendriticas utilizadas na imunoterapia do cancer

de mama induzido por células 4T1, em camundongos BALB/c.

3.2.0bjetivos Especificos:

a) Avaliar in vivo, a migracdo das células dendriticas apds a administracdo da
imunoterapia.

b) Identificar a presenga de marcadores de superficie: CD11c (marcador das células
dendriticas), CD95 (Fas - presente nas células tumorais) e CD178 (FasL - presente nas células
imunes) e de granzima B e perforina nos tumores dos animais.

c) ldentificar a presenca de CD11c (célula dendritica), CD4+ (linfocitos T auxiliares),

CD8+ (Linfécitos T citotoxicos) e I-A (MHC-I1) nos linfonodos dos animais.
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4. METODOLOGIA
4.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Trata-se de um estudo experimental, no qual foram utilizadas 38 camundongos fémeas
da linhagem BALB/c com idades de 4-6 semanas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFTM) sob o niimero
de processo: 23085.010271/2022-08.

Os animais passaram por habituacdo no Biotério Setorial do IPON, onde ficaram
acomodados em gaiolas com dimens@es de 305x198x133 mm, sendo submetidos a ambientes
ciclo claro-escuro (12h/12h) em temperatura controlada (22°C +/-2°C).

Dos 38 animais, 24 foram separados em 2 grupos experimentais: Grupo Controle (n=12)
composto por animais que foram submetidos ao desenvolvimento tumoral pela linhagem celular
4T1, mas sem tratamento com células dendriticas e Grupo Tratado (n=12) sendo induzidos ao
desenvolvimento tumoral pela linhagem celular 4T1 e submetidos a imunoterapia com células
dendriticas marcadas com CFSE. Os 14 animais restantes, foram utilizados para preparacédo da

imunoterapia com células dendriticas.

Figura 6 - Delineamento experimental
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GC: Grupo Tumor sem tratamento (n=12)

GT: Grupo Tumor tratado com imunoterapia de células dendriticas marcadas com CFSE (n=12)

Fonte: Da autora, 2023.
Nota:  As setas na cor vermelha sdo referentes as etapas para producdo das DCs. As setas em preto sdo referentes

ao periodo experimental com os camundongos.
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4.2. INDUCAO TUMORAL COM CELULAS DA LINHAGEM 4T1

A linhagem celular 4T1 (obtida do banco de células do Rio de Janeiro, codigo: 0022), é
muito utilizada para inducdo do cancer de mama em modelos experimentais, por ser altamente
tumorigénica e com alta capacidade de induzir metastase em érgdos que sdo afetados pelo
cancer de mama humano (linfonodos, figado, pulméo, cérebro e 0sso). Por essas caracteristicas,
estas células sdo consideradas ideias para o estudo do cancer de mama humano (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

As células da linhagem 4T1 foram mantidas em meio RPMI completo em estufa de CO»
a 5% de umidade a 37°C. As células foram lavadas com solucdo fisioldgica 0,9% a 290 xg, 4°C
por 10 minutos em cada lavagem. Os animais foram inoculados com uma tnica dose de 2,0x10°
células 4T1 em um volume de 50 pl de solucéo fisioldgica 0,9%, injetadas via subcutanea na
glandula mamaria abdominal direita, com o auxilio de uma seringa de 1 ml com agulha de
13x4,5 mm.

Todos os animais foram pesados (antes da inducdo tumoral e a cada 2 dias ap6s a
inducdo tumoral) e, tiveram os seus tumores mensurados com o0 apoio do paquimetro a cada
dois dias, sendo o volume tumoral determinado pela formula: [Maior didametro x (menor
diametro?) /2].

4.3. OBTENCAO E MATURACAO DAS DCs

Para a obtencdo das DCs, foi realizada a coleta das células da medula 6ssea dos fémures
e tibias de 14 camundongos BALB/c com auxilio de uma seringa 13 x 4,5 mm contendo solucgéo
fisioldgica 0,9%. Essas células pluripotentes foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cmz,
em meio Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) completo com 0,1 mM de vitaminas:
2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de gentamicina, 1 mM de piruvato de sédio e 5% de soro
fetal bovino (Sigma). No dia 1 apds o plaqueamento, as células foram estimuladas com 10
ng/uL de GM-CSF e 10 ng/uL de IL-4. No dia 5 ap0s o primeiro estimulo, as celulas foram
estimuladas com 10 ng/uL de TNF-a e 10 ng/uL dos antigenos tumorais da linhagem de células

4T1 (obtidos pelo congelamento e descongelamento das células 4T1) (Fig. 7).

Tanto o0 GM-CSF, quanto a IL-4 e IL-10 utilizados, séo da BD, Bioscienses, San Diego, CA,
EUA.
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Figura 7 - Producéo da vacina de DCs
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Fonte: Adaptado de GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020.

4.3.1. Marcacao das DCs

Para a marcacgdo das DCs, foi utilizado o fluorocromo intracelular carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester (CFSE) que se difunde passivamente através das membranas
celulares e, é clivado pelas esterases intracelulares das células viaveis. Quando clivado este
fluoroforo torna-se altamente fluorescente e liga-se covalentemente a grupos de amina dentro
das células através do seu grupo éster de succunimidilo.

Para determinacdo da quantidade de CFSE a ser utilizado, foram feitos testes in vitro
em placas de 6 pogos (5 x 108 células por pogo, tendo cada pogo um volume total de 4 ml),
testando trés volumes diferentes (0,25 pl, 1,75 pl e 5 pl). Os volumes de 1,75 pul e de 5 pl, além
de marcarem as células, deixaram o meio de cultura totalmente verde. O volume de 0,25 ul ndo
alterou a coloracdo do meio e, microscopicamente as células foram marcadas, demonstrando

que este volume seria ideal a ser utilizada neste experimento, dentre os volumes testados.
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Figura 8 — Imagens da padronizacdo da concentracdo de CFSE in vitro

C

Fonte: Da Autora, 2023
Nota:  (A) Células marcadas com 0,25 pl de CFSE. (B) Células marcadas com 1,75 pl de CFSE. (C) Células
marcadas com 5 pl de CFSE.

Trés dias apds as DCs terem sido estimuladas com TNF-a ¢ antigeno tumoral 4T1, elas
foram marcadas com fluorocromo CFSE, sendo adicionado 0,5 pL do fluorocromo em cada

garrafa de cultura de 25 cm2 (7,5 x 10° células).

4.3.2. Imunoterapia com DCs marcadas com CFSE

Passado 24 horas da adicdo do CFSE no meio de cultura, as DCs diferenciadas foram
lavadas e ressuspensas em solucdo fisioldgica 0,9%. O protocolo de tratamento contou com
apenas uma unica dose, via subcutanea, de 5,0 x 10° células em um volume de 50 pL de solugdo
fisiolégica, no dorso dos animais que anteriormente foram induzidos com células 4T1 ao

desenvolvimento do cancer de mama.

4.3.3. Monitoramento do percurso das DCs in vivo
O percurso das DCs marcadas com o CFSE foi monitorado a cada sete dias pelo aparelho
In-Vivo MS FX PRO. Para obtencdo das imagens da localizagcdo das DCs, foi realizada
primeiramente a captura de uma imagem de raio-x do animal e, em seguida, a captura de
imagem de imunofluorescéncia. Apds a obtencdo das duas imagens (raio-x e
imunofluorescéncia) foi feita a sobreposicdo das imagens, para que assim, fosse possivel

observar a localizagéo das DCs.
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4.4, OBTENC}AO DOS LINFONODOS E TUMORES.

Apobs 21 dias da inducdo tumoral, os animais foram eutanasiados com o uso de
superdosagem de anestésicos, sendo retirados os linfonodos e tumores, de todos os animais. Os
tumores retirados foram pesados, medidos e fotografados.

Tanto os linfonodos quanto os tumores foram emblocados em parafina seguindo o
seguinte protocolo: 18 horas em formol 10%, desidratacdo com alcool 70%, alcool 80%, alcool
90%, alcool absoluto | e alcool absoluto 11 (os 6rgdos permaneceram por 1 hora em cada
solucdo). Apds a desidratacdo, foi feita a clarificacdo dos 6rgaos em xilol I e xilol Il (1 hora em
cada solucdo). Para a impregnacédo os 6rgaos foram mergulhados em parafina | e parafina Il (1
hora em cada parafina na estufa). Depois de todas essas etapas, eles foram emblocados em
parafina. Quando seco os blocos de parafinas, seguiu-se com os cortes histoldgicos de 5 um no

micrétomo e montagem das laminas para a realizacdo da técnica de imunofluorescéncia.

4.5. IMUNOFLUORESCENCIA

Para a realizacdo da imunofluorescéncia foi seguido o protocolo abaixo:

Tabela 1 - Etapas para realizacdo da técnica de imunofluorescéncia.

Etapas Duragéo

Estufa 1 hora

Xilol | 20 minutos

Xilol 11 20 minutos
Acetona mergulhar 10 vezes
Alcool 100% mergulhar 10 vezes
Alcool 90% mergulhar 10 vezes.
Alcool 80% mergulhar 10 vezes

Agua destilada

PBS (1X, Ph 7,4)

Peroxido de hidrogénio 5%

PBS (1X, Ph 7,4)

Bloqueio com BSA 5%

PBS (1X, Ph 7,4)

PBS (1X, Ph 7,4) + 0,05% Tween 20

mergulhar 10 vezes
2 vezes de 5 minutos
40 minutos

3 vezes de 5 minutos
2 horas

5 vezes de 5 minutos

30 minutos
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Marcagéo com anticorpo Overnight
PBS (1X, Ph 7,4) 6 vezes de 5 minutos
Montagem da lamina com glicerol 2%

Leitura da lamina

Fonte: Protocolo ja padronizado no Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON).

Nos linfonodos foi feita marcacdes para célula dendritica (CD11c+), linfocito T
citotoxico (CD8+), linfocito T auxiliar (CD4+) e MHC-11 (I-A[d]+) e, nos tumores foi feita
marcacOes para céelulas dendriticas (CD11c+), Fas (CD95+), FasL (CD178+), granzima B e
perforina. Todos os anticorpos foram utilizados numa dilui¢ao de 1/1000.

Tabela 2 - Anticorpos

Anticorpo Marcacao Orgao Marca n° catalogo
PE Anti-MO Granzyme B Granzima B Tumor Invitrogen ~ 12-8898-82
PE Anti-MO Perforin Perforina Tumor Invitrogen  12-9392-82
FITC Hamster Anti-Mouse CD95 Fas Tumor BD 561979

PE Hamster Anti-Mouse CD178 FasL Tumor BD 555293

PE Mouse Anti-Mouse I-A [d] MHC-11 Linfonodo BD 553548
PerCP-Cy™5,5 Rat Anti-Mouse CD4  Linfécito T auxiliar Linfonodo BD 550954
APC Rat Anti-Mouse CD8a Linfocito T citotoxico Linfonodo BD 553035
APC Hamster Anti-Mouse CD11c Célula dendritica Linfonodo BD 550261

e Tumor

Fonte: Elaborada pela Autora, 2023.

As laminas foram lidas no microscépio Nikon Eclipse Ti2, sendo as imagens analisadas

e quantificadas pelo software NIS-Elements (Nikon Analyses).

4.6. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram analisados pelo software GraphPad 9.2.0, onde foi
analisada a distribuicéo dos dados. Para distribuicdo normal, foi utilizado o pés teste T-Student,
e para distribuicdo ndo normal foi aplicado o pos teste Mann-Whitney. As diferencas
observadas foram consideradas significativas quando a probabilidade de rejeicdo da hipdtese

de nulidade foi menor que 0,05 (5%).
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5. RESULTADOS
5.1. PESO DOS ANIMAIS

Para saber se 0 peso e 0 volume do tumor interferem no peso dos animais, todos os animais
dos grupos experimentais foram pesados a cada dois dias, sendo a primeira pesagem sete dias
apos a inducdo tumoral. Quanto ao peso dos animais, observamos diferencas significantes nos
dias 18 e 21, quando comparado o grupo de animais tratados com o grupo de animais sem
tratamento (Fig. 9).

Figura 9 - Peso dos animais
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2023.

Nota:  Os dados analisados foram considerados paramétricos, portanto, foi aplicado o pos teste T -Student para
cada ponto do grafico. As analises ndo demonstraram diferenca significativa no dia 7 (p=0,7701), dia 9 (p=0,7290),
dia 11 (p=0,6332), dia 14 (p=0,3066) € no dia 16 (p>0,9999). Entretanto foram significativos no dia 18 (p=0,0028)
e no dia 21 (p=0,0216).

5.2. PESO DOS TUMORES
Avaliando o peso dos tumores quando retirados dos animais, foi observada diminuigéo
significativa no peso dos tumores dos animais do grupo tratado com a imunoterapia de DCs em

relagcdo com os tumores do grupo sem tratamento (Fig. 10).
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Figura 10 - Peso dos tumores
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Fonte: Elaborada pela Autora, 2023.
Nota:  Os tumores foram pesados ap6s a eutanasia dos animais. Os dados foram considerados paramétricos, com

diferenga significativa pelo teste T-Student, p<0,0001.

5.3. VOLUME TUMORAL
Além do peso, o volume tumoral de todos os tumores foi analisado, tendo demonstrado
reducdo nos animais do grupo tratado com a imunoterapia de células dendriticas, quando

comparado com 0s animais do grupo tumor sem tratamento.

Figura 11 - Volume tumoral
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2023.

Nota:  (A) - Imagem dos tumores do grupo tumor sem tratamento e do grupo tumor tratado com a imunoterapia
de DCs. (B) — Gréfico representativo da comparacdo do volume tumoral dos dois grupos. O volume tumoral foi
significativo no dia 14 (p=0,0023), dia 16 (p<0,0001), dia 18 (p<0,0001) e no dia 21 (p<0,0001).
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5.4. MIGRAQAO DAS DCs MARCADAS COM CFSE

Foi feita 0 acompanhamento da migracdo das DCs, podendo observa-las no dorso do animal
logo apds o tratamento, e ao passar dos dias acompanhar a migracao destas células. Baseado na
anatomia e na localizacdo dos linfonodos presentes nos camundongos (Fig. 12), podemos ver

que as DCs migraram para os linfonodos, com excecdo do linfonodo sentinela (Fig. 13).

Figura 12 - Localizacdo dos linfonodos

Fonte: Aplicativo 3D Rat Anatomy, 2023.

Nota:  Os circulos em vermelho mostram a localiza¢&o dos linfonodos no animal.

Figura 13 - Migracdo das DCs
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Fonte: Imagens obtidas pelo aparelho In-Vivo MS FX PRO.

Nota: Foi realizada a captura de imagens de raio-x e de imunofluorescéncia no dia 1, dia 7 e dia 14 apés o
tratamento com células dendriticas marcadas com CFSE. As imagens de raio-x e de imunofluorescéncia foram
sobrepostas para obtencdo das imagens ilustradas acima. (A) Imagem obtida logo apds o tratamento. O circulo na

cor laranja demonstra o local exato da aplicacdo das células dendriticas. (B) Imagem obtida sete dias apos o
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tratamento. (C) Imagem obtida 14 dias ap6s o tratamento (momento antes da eutanasia). Circulos vermelhos -

células dendriticas nos linfonodos inguinais. Circulo roxo - local do tumor.

Além das imagens in-vivo terem demonstrado que as DCs migraram para os linfonodos,
esse resultado foi reafirmado através da analise da presenca do marcador CD11c nos cortes
histoldgicos dos linfonodos e tumores. Pode-se observar expresséo significativa da marcacao
de CD11c no linfonodo do grupo Tratado em relagdo ao tumor do grupo Tratado, confirmando
a maior presenca das DCs no linfonodo. Além disso, foi visto que a imunoterapia conseguiu
interferir na quantidade de DCs infiltrantes nos linfonodos, resultado este demonstrado pela
significancia estatistica obtida da analise do linfonodo do grupo Tratado com o linfonodo do
grupo controle. Outro dado que ajuda a confirmar a migracéo das DCs para os linfonodos € a
auséncia de significancia estatistica quando analisado os tumores dos dois grupos (Fig. 14).

Apéndices A e B — Imagens de imunofluorescéncia da marca¢éo de CD11c.

Figura 14 - Grafico de barra da expressdo de CD11c
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2023.

Nota: Os dados foram testados quanto a normalidade, com posterior aplicacdo do pés teste T-Student,
demonstrando significancia estatistica para a comparagao do Linfonodo do Grupo Tratado (Linfonodo GT) com o
Linfonodo do Grupo Controle (Linfonodo GC) (p<0,0001). Além disso, foi observado significancia na comparagao
do Linfonodo do Grupo Tratado com o Tumor do mesmo grupo (p<0,0001) e do Linfonodo do grupo Controle
com o Tumor do grupo Controle (p=0,0049). A comparacdo entre os tumores dos dois grupos ndo demonstrou

significancia estatistica (p=0,8166).
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5.5. ANALISE DA PRESENCA DE LINFOCITO T CITOTOXICO, LINFOCITO T
AUXILIAR E MHC-1I NOS LINFONODOS.

Apbs ter confirmado que as DCs migraram para os linfonodos, foram realizados cortes
histologicos deste tecido para analise da expressdo de CD4+, CD8+ e I-A[d]+, com possivel
observacdo da interacdo das DCs com os linfocitos. A analise demonstrou incremento
significativo da expressdo de CD8, CD4 e I-A no grupo de animais tratados com a imunoterapia
de células dendriticas quando comparado a expressdo desses marcadores nos linfonodos de
animais com tumores sem tratamento (Fig. 15A, 15B e 15C). Apéndice C a E — Imagens de

imunofluorescéncia da marcacdo de CD4+, CD8+ e I-A[d]+.

Figura 15 — Expressdo de CD8, CD4 e I-A[d] nos linfonodos
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2023.

Nota:  Gréficos representando a intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores CD8, CD4 e I-A nos
linfonodos de animais induzidos ao desenvolvimento tumoral com e sem tratamento com imunoterapia de DCs.
Para todas as marcacdes foi aplicado teste de normalidade seguido do poés teste de T Student. (A) Expressao de
CD8 nos linfonodos (p= 0,0012). (B) Expressdo de CD4 nos linfonodos (P= 0,0208). (C) Expresséo de I-A nos
linfonodos (p<0,0001).
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Figura 16 - Imagem de imunofluorescéncia para marcagédo de DCs, CD8, CD4 e IA

Fonte: Da Autora, 2023.

Nota:  Imagens de imunofluorescéncia para visualizacdo das DCs marcadas com CFSE, e para marcagdo de
CD8, CD4 e I-A nos linfonodos de animais com tumor tratados com a imunoterapia de DCs. (A) — imagem para
visualizagdo das DCs. (B) — Imagem com marcacdo para CD8. (C) — Imagem com marcacdo para CD4. (D) —

Imagem com marcacéo para I-A.

5.6. ANALISE DA PRESENCA DE GRANZIMA B, PERFORINA, FAS (CD95) E FASL
(CD178) NOS TUMORES

Foi observado menor expressédo de perforina, Fas e granzima B no grupo de animais tratados

com a imunoterapia de células dendriticas quando comparado com o grupo de animais sem

tratamento. Além disso, foi observado maior expressao de FasL, no grupo de animais tratados

em relacdo ao grupo tumor sem tratamento (Fig. 17). Apéndice F a | — Imagens de

imunofluorescéncia da marcagéo de granzima B, perforina, Fas e FasL.
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Figura 17 - Gréficos de barra da expressao de granzima B, Perforina, Fas e FasL
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Fonte: Elaborado pela Autora, 2023.

Nota:  Gréficos representativos da intensidade média de fluorescéncia de granzima B, perforina, CD95 e CD178.
(A) Gréafico de MFI de granzima B com p=0,0014. (B) Gréafico de MFI de perforina com p=0,0215. (C) Grafico
de MFI de CD95 com p<0,0001. (D) Gréafico de MFI de CD178 com p=0,0161.
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6. DISCUSSAO

Desde a descoberta das células dendriticas, o papel atribuido a elas era de apresentacao de
antigeno. Com o passar dos anos, as descobertas foram demonstrando que estas células
poderiam ser ainda mais incriveis, atuando ndo somente na apresentacdo de antigeno como
também, poderiam ser células citotoxicas, conseguindo eliminar inclusive as células tumorais.
As descobertas apontam positividade para perforina e granzima B em mDCs, e positividade
para 0 TRAIL em pDC (STARY et al., 2007).

Pensando nesta outra caracteristica relatada das DCs, tivemos a necessidade de identificar
qual o destino e funcdo desempenhada pelas DCs obtidas do protocolo de maturagdo descrito
na metodologia deste projeto. Para explorar esta possibilidade, as DCs foram monitoradas ap0s
a sua aplicacéo, e foi observada a migracdo delas para os linfonodos, dado este que acompanha
0s estudos mais antigos que afirmam que as DCs ao capturarem o antigeno, entram nos vasos
linfaticos e trafegam até a zona dos linfocitos T nos 6rgdos linféides secundarios, para iniciar a
ativacdo do sistema imune adaptativo. Varias outras evidéncias demonstraram que a eficiéncia
da migracédo das DCs, depende da via de administracdo e o estado de maturacdo destas células,
sendo que pela via subcutanea, elas migram preferencialmente para os ganglios linfaticos e,
essa migracdo depende destas células estarem maduras (DE WINDE; MUNDAY’; ACTON,
2020; EGGERT et al., 1999; RIDOLFI et al., 2004), pois as “DCs imaturas sao fortemente
aderentes, enquanto as DCs maduras permanecem altamente méveis” (DE VRIES et al., 2003).

Apesar dos nossos resultados serem de estudos em camundongos assim como esses outros
ja citados, estudos com humanos ja foram feitos e ajudam a comprovar a capacidade de DCs
maturadas in vitro de migrarem para os Orgaos linfoides secundarios se aplicados pela via
subcutanea, demonstrando que a migracdo das DCs pode mudar drasticamente dependendo da
via de administragdo (MORSE et al., 1999).

Mesmo que os estudos tenham demonstrado que as mDC e pDCs podem migrar para o
microambiente tumoral (STARY et al., 2007), este achado ndo foi observado com as DCs aqui
analisadas, que sdo DCs derivadas de mondcitos. Entretanto, o volume tumoral dos animais
tratados com a imunoterapia de DCs diminuiu de forma significativa, demonstrando que as DCs
obtidas pelo protocolo de maturacéo aqui descrita, atuaria na diminui¢do do volume tumoral de
forma indireta, exercendo a primeira funcdo por elas descobertas: a de apresentacdo de
antigenos. Além deste resultado, outros trabalhos publicados pelo nosso grupo, comprovam que
as DCs aplicadas seja de forma preventiva como terapéutica, possui alta capacidade de reducéo
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do volume tumoral como também de prevenir metéastases (SILVA et al., 2021; VIEIRA et al.,
2021).

Além da observacdo da migracdo das DCs para os linfonodos, as analises de CD11c,
molécula que caracteriza as DCs, ajudam a comprovar a presenca destas células nos linfonodos.
N&o bastando elas terem migrado para este 6rgdo, o aumento de MHC-11 ajuda a comprovar a
funcdo de ativacdo de linfocitos, e além deste aumento, os linfécitos T CD8+ e CD4+ também
se encontram aumentados. Além disso, é notavel a interacdo dos linfocitos com as DCs, pela
proximidade observada nas imagens de imunofluorescéncia.

Apos ter observado que as DCs estariam exercendo a fungdo de apresentagdo de antigenos, foi
investigado os mecanismos efetores indiretos destas células por tras da diminui¢do do volume
tumoral.

Apbs a ativacdo, os linfécitos migram para o local da infeccdo para assim montarem
uma resposta imunitaria, principalmente pela secrecdo direcionada de vérias proteinas liticas
como perforina e granzima (BASU et al., 2016; FINLAY; CANTRELL, 2011). Apoiando-se
na ideia de que essas proteinas seriam um mecanismo preferencial dos linfécitos T CD8+ no
combate ao cancer, foi pesquisado a presenca das duas no microambiente tumoral.
Diferentemente do que era esperado, a expressdo de perforina e granzima B foi menor nos
grupos tratados com a imunoterapia de DCs. Apesar deste resultado ser surpreendente, outros
autores ja investigaram o papel da granzima B em danos autoinflingidos. Esses autores afirmam
que, a producdo da granzima e perforina € um risco para a célula que a produz, pois caso
acontece o vazamento destes granulos dentro da célula produtora, ocorre clivagem de alvos
citoplasmaticos, mitocondriais e nucleares, resultando na apoptose da célula (LOVO; ZHANG;
ASHTON-RICKARDT, 2012; SILVERMAN et al., 2001; SULA KARRECI et al., 2017).
Além da comprovacao do risco de apoptose, outros autores comprovaram que camundongos
com deficiéncia de granzima B, possuem maior capacidade de eliminacdo de células tumorais
em comparacdo com camundongos selvagens. Isso se baseia no fato de que linfécitos T
regulatérios (Treg) murinos quando ativados expressam elevados niveis de granzima B, e fazem
utilizacdo desta proteina para suprimir as respostas imunes antitumorais, pela capacidade dessas
células induzirem a morte de linfocitos T CD8+ e NK, assim como de outras células imunes,
pela via dependente da granzima B e perforina (CAO et al., 2007; GONDEK et al., 2005;
GROSSMAN et al., 2004; ZHAO et al., 2006). Apesar de neste estudo nao ter sido avaliado o
infiltrado de células Treg, outro projeto realizado pelo grupo de pesquisa, utilizando 0 mesmo
modelo animal, mesma linhagem de células tumorais e 0 mesmo protocolo de maturagdo das

DCs, afirma reducdo da expressdo do fator de transcricdo FOXP3, nos tumores de animais
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tratados com a imunoterapia de DCs (DA SILVA et al., 2020). Sugerindo que a diminuicédo de
perforina e principalmente da granzima B aqui observada, pode ser devido a reducdo da
presenca de células Treg no microambiente tumoral.

Baseado no fato de que houve diminuic¢do do volume tumoral, mesmo com a reducao

da granzima B e perforina, fomos avaliar outra via de indu¢do da morte mediada pelos linfdcitos
T citotoxicos: a via de receptores da morte - Fas e FasL. Pois, segundo OSINSKA; POPKO;
DEMKOW, 2014, em condic¢des nos quais a via de granzima e perforina € blogueada, a via de
receptores de Fas/FasL tem acdo mais detectavel. Apesar deste estudo, os trabalhos avaliando
esta via séo poucos e muito antigos.
Alguns estudos mais antigos relatam o aumento da expressdo do FasL em células tumorais do
colon (BENNETT et al., 2001), melanoma (M. HAHNE et al., 1996) e pulmdo (NIEHANS et
al., 1997), e relacionam esse aumento com a progressao tumoral, sendo este justificavel pelo
contra-ataque das células tumorais que expressam o FasL contra as células imunes com
expressao de Fas (KIM et al., 2004; M. HAHNE et al., 1996).

Apesar destes relatos, outros estudos feitos no ano de 1996 e 2019 afirmaram que
camundongos com deficiéncia no Fas tiveram retardo no crescimento tumoral, tanto para
melanoma quanto para o carcinoma hepatocelular (CUBERO et al., 2019; M. HAHNE et al.
1996). E importante ressaltar que Fas é uma proteina expressa em varias células de origem
linfoide e ndo linfoide, bem como em muitas células malignas e, o FasL é expresso
prevalentemente em linfécitos B, linfécitos T ativados (linfocitos T citotoxicos e linfocitos T
infiltrantes de tumores), células NK e macrofagos (KIM et al., 2004; M. HAHNE et al., 1996;
NAGATA e GOLSTEIN, 1995). Os nossos resultados demonstram que a imunoterapia de DCs
consegue aumentar de forma significativa a expressao de FasL nos tumores e, reduzir o volume
tumoral dos animais, indicando que, este aumento do FasL pode ser devido a presenca de
linfécitos T CD8+ no microambiente tumoral (dado ndo analisado neste projeto) e ndo pela
expressdo desta molécula pelas células tumorais. Apesar do infiltrado de celulas imunes no
microambiente tumoral ndo ter sido analisado neste projeto, outros projetos do grupo de
pesquisa confirmam maior presenca de linfocitos T CD8+ no microambiente tumoral, apds o
tratamento com imunoterapia de DCs (SILVA et al., 2021). Até mesmo porque segundo
PEYVANDI etal., 2015, a deficiéncia de FasL auxilia no acimulo de células supressoras, como
macrofagos associados a tumores e células Treg, 0 que consequentemente se correlaciona com
a reducdo da sobrevivéncia dos camundongos. Corroborando a este resultado, tivemos
diminuicdo do Fas, reforcando a ideia que, a deficiéncia desta esté relacionada positivamente

com o controle do desenvolvimento tumoral.
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Contraditoriamente & maioria dos estudos que investigaram as fungdes efetoras dos
linfocitos T CD8+, aqui conseguimos demonstrar que a producdo e utilizacdo de granulos
liticos, mais especificamente granzima B e perforina, ndo foi um mecanismo de inducédo de
morte preferencial utilizado pelos linfécitos T no combate ao modelo de céncer estudado,
mesmo apods o tratamento com a imunoterapia de DCs. Este resultado pode ser devido a
limitacdo do estudo em estudar esses granulos apenas no fim do experimento, pois é possivel
que tais valores possam variar em diferentes momentos. Outra limitagcdo deste trabalho é nédo
abordar outras vias de administracdo da imunoterapia e também néo utilizar mais de um tipo de
linhagem celular de cancer de mama como modelo experimental para reforgar ou refutar os

resultados obtidos.
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7. CONCLUSAO

No modelo de maturacdo e diferenciacdo das células dendriticas utilizadas neste estudo

obtivemos resultados que nos permitem concluir que:

a) Essas células ndo migram para o tumor, mas sim para os linfonodos, levando a um
aumento da expressdo do MHC-II, CD4 e CD8 neste 6rgéo.

b) Além disso, a imunoterapia com essas células leva a diminuicdo da expresséo de Fas,
granzima B e perforina assim como, aumento da expressdo do FasL quando avaliado os
tumores ao fim do periodo experimental.

Esses dados nos impulsionam na realizagédo de projetos futuros, pensando em novos protocolos
que potencializam ainda mais essa caracteristica desempenhada pelas DCs: apresentacdo de

antigenos.
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APENDICE A — Imagens de imunofluorescéncia de CD11c nos linfonodos.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcagdo de CD11c nos linfonodos. (A) - Linfonodo de animais com

tumor, tratados com a vacina de DCs. (B) — Linfonodo de animais com tumores sem tratamento




APENDICE B — Imagens de imunofluorescéncia de CD11c nos tumores.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de CD11c nos tumores. (A) - Tumor de animais tratados

com a vacina de DCs. (B) — Tumor de animais sem tratamento.




APENDICE C - Imagens de imunofluorescéncia de CD4 nos linfonodos.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de CD4 nos linfonodos. (A) - Linfonodo de animais com

tumores, tratados com a vacina de DCs. (B) — Linfonodo de animais com tumores sem tratamento.




APENDICE D - Imagens de imunofluorescéncia de CD8 nos linfonodos.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de CD8 nos linfonodos. (A) - Linfonodo de animais com

tumores, tratados com a vacina de DCs. (B) — Linfonodo de animais com tumores sem tratamento.




APENDICE E — Imagens de imunofluorescéncia de 1-A nos linfonodos.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de I-A nos linfonodos. (A) - Linfonodo de animais com

tumores, tratados com a vacina de DCs. (B) — Linfonodo de animais com tumores sem tratamento.




APENDICE F — Imagens de imunofluorescéncia de granzima B nos tumores.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacgdo de granzima nos tumores. (A) - Tumor de animais tratados

com a vacina de DCs. (B) — Tumor de animais sem tratamento.




APENDICE G - Imagens de imunofluorescéncia de perforina nos tumores.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de perforina nos tumores. A - Tumor de animais tratados

com a vacina de DCs. B — Tumor de animais sem tratamento.




APENDICE H — Imagens de imunofluorescéncia de Fas nos tumores.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacgéo de Fas (CD95) nos tumores. (A) - Tumor de animais tratados

com a vacina de DCs. (B) — Tumor de animais sem tratamento.




APENDICE I — Imagens de imunofluorescéncia de FasL nos tumores.

Fonte: Da Autora, 2023.
Nota:  Imagens de imunofluorescéncia da marcacdo de FasL (CD178) nos tumores. (A) - Tumor de animais

tratados com a vacina de DCs. (B) — Tumor de animais sem tratamento.
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