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RESUMO

Por definicdo o cancer € uma doenca na qual algumas células do corpo crescem
incontrolavelmente e se espalham para outras partes do corpo. Essa situacdo é
atribuida a formacdo de metéstases, em que células tumorais se desprendem do local
primario e migram para outras regiées, 0 que impacta negativamente o prognostico e
afeta diretamente a sobrevida dos pacientes. Os desafios no tratamento da doenca
persistem, e uma alternativa promissora é a imunoterapia, que oferece a esperanca
para melhorar a sobrevida daqueles que nao respondem aos tratamentos
convencionais. As células dendriticas, ao apresentarem antigenos, desempenham um
papel crucial na estimulacao do sistema imunolégico com a ativacdo dos linfécitos no
combate antitumoral. A proposta € integrar essas duas células para otimizar os efeitos
gerais das imunoterapias em um modelo experimental de carcinoma mamario
induzido por células 4T1. Foram utilizadas 70 camundongos fémeas da linhagem
BALB/c com idade de 6 semanas, separadas em 4 grupos: controle, tumor, tumor
tratado com TIL, tumor tratado com DC+TIL. Ao final da fase experimental, os
camundongos foram eutanasiados. O tumor, baco e figado foram retirados para a
avaliagdo. Foi notada a influéncia sobre o volume tumoral, tendo os animais seus
tumores mensurados por paquimetro durante a fase experimental. Os animais
tratados com as imunoterapias apresentaram um volume tumoral menor em
comparacao aqueles que nao foram submetidos a tal intervencdo. Avaliamos por
citometria de fluxo a presenca de linfgcitos dos perfis Thl, Th2, Treg e Th17, por meio
da presenca dos fatores de transcricdo T-bet, GATA3, FOXP3 e RORyT,
respectivamente, no baco e tumor. Foi possivel avaliar o comportamento distinto entre
a imunidade sistémica e local, 0os grupos que receberam a imunoterapias obtiveram
valores maiores de T-bet, no microambiente tumoral, fator determinante para o perfil
Thl, o qual possui grande capacidade para o combate tumoral. Observamos a
reducdo de area metastatica nas células hepaticas por HE, nos grupos tratados. O
estudo destacou a eficacia da imunoterapia com TILs isoladamente em camundongos
BALB/c com carcinoma mamario induzido por células 4T1. Além disso, evidenciou
uma potencializacdo quando combinada com imunoterapia de células dendriticas, o
gual resultou na regressao do volume tumoral e pontos metastaticos no figado.

Palavras chave: Imunoterapia. Células Dendriticas. Linfocitos Infiltrantes de Tumor.



ABSTRACT

By definition, cancer is a disease in which some cells in the body grow uncontrollably
and spread to other parts of the body. This situation is attributed to the formation of
metastases, in which tumor cells detach from the primary site and migrate to other
regions, which has a positive impact on prognosis and directly affects patient survival.
Challenges in treating the disease persist, and a promising alternative is
immunotherapy, which offers hope for improving survival for those who do not respond
to conventional treatments. Dendritic cells, when presenting antigens, play a crucial
role in stimulating the immune system with the activation of lymphocytes in the anti-
tumor fight. The proposal is to integrate these two cells to improve the general effects
of immunotherapies in an experimental model of mammary carcinoma induced by 4T1
cells. 70 female BALB/c mice aged 6 weeks were used, divided into 4 groups: control,
tumor, tumor treated with TIL, tumor treated with DC+TIL. At the end of the
experimental phase, the mice were euthanized. The tumor, spleen and liver were
removed for evaluation. The influence on tumor volume was noted, with the animals
having their tumors measured using a caliper during the experimental phase. Animals
treated with immunotherapy had a smaller tumor volume compared to those that were
not subjected to such intervention. We evaluated by flow cytometry the presence of
lymphocytes of the Thl, Th2, Treg and Thl7 profiles, through the presence of the
transcription factors T-bet, GATA3, FOXP3 and RORyT, respectively, in the spleen
and tumor. It was possible to evaluate the different behavior between systemic and
local immunity, the groups that received immunotherapies obtained higher T-bet
values, in the tumor microenvironment, a determining factor for the Th1l profile, which
has a great capacity to combat tumors. We observed a reduction in the metastatic area
in liver cells by HE in the treated groups. The study highlighted the efficacy of
immunotherapy with TILs alone in BALB/c mice with 4T1 cell-induced mammary
carcinoma. Furthermore, it showed an enhancement when combined with dendritic cell
immunotherapy, which resulted in the regression of tumor volume and metastatic
points in the liver.

Keywords: Immunotherapy, Dendritic Cells, Tumor-Infiltrating Lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER

Por definicdo é uma doenca na qual algumas células do corpo crescem
incontrolavelmente e se espalham para outras partes do corpo (BROWN et al., 2023).
Se tornou um problema de saude publica em escala global por ser a maior causa de
morte no mundo com incidéncias cada vez maiores, segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) o céancer foi responsavel pela morte de pessoas com a faixa etaria
abaixo dos 70 anos em aproximadamente 91 de 172 paises, e ainda, em mais 22
paises segue entre os lideres da lista de doencgas que mais levam ao obito (SIEGEL,;
MILLER; JEMAL, 2017; SUNG et al., 2021). Em dados mais atuais, publicados na
Revista Brasileira de Cancerologia do Instituto Nacional de Cancer estima-se que para
o triénio de 2023 a 2025 é esperado cerca de 704 mil novos casos (SANTOS et al.,
2023)

Em relacédo ao cancer de mama, para cada ano do triénio € estimado 73.610
NoVos casos, e se torna o mais incidente em mulheres, estima-se 41,89 novos casos
a cada 100.000 mulheres (SANTOS et al., 2023).

CARCINOMA MAMARIO

E classificado como uma doenca heterogénea com comportamento diferente
na apresentacédo e no acompanhamento clinico, isto €, possui distintas manifestacdes
clinicas e morfoldgicas, diferentes assinaturas genéticas e acarretam uma variacao
nas respostas terapéuticas devido a heterogeneidade deste tumor (DELMONICO;
ALVES; AMARAL, 2015; TAN; LE, 2021).

As taxas de sobrevivéncia de pacientes com cancer de mama primario
melhoraram significativamente devido ao aumento da conscientizacdo sobre a
importancia da mamografia e aos avancos nas técnicas cirargicas. Mesmo com todos
esses avancos no tratamento do cancer de mama, atualmente ndo ha tratamentos
totalmente eficazes para a doenca porque ela metastatiza para 6rgaos distantes,
como: 0ssos, pulmdes, cérebro e figado. Isso € atribuido principalmente a

complexidade do processo de metastase (KIM, 2021).



A metéstase do cancer ndo é mais vista como uma cascata linear de eventos,
mas sim como uma série de processos simultaneos e parcialmente sobrepostos, a
medida que as células metastaticas com sucesso assumem novos fenétipos enquanto
abandonam os antigos comportamentos. O progresso no desenvolvimento de terapias
para doengas metastéticas tem sido limitado pela falta de compreenséo sistemética
desse fendmeno complexo (SUHAIL et al., 2019).

Uma intervencéo eficaz no processo que leva essas células a morte depende
de uma melhor compreensdo do mecanismo da metastase. Tanto as propriedades
intrinsecas das células do cancer de mama quanto o microambiente do 6rgéo
hospedeiro sédo importantes para determinar a eficiéncia da metastase especifica do
orgéo (LU; KANG, 2007).

1.2 MODELO EXPERIMENTAL DE CARCINOMA MAMARIO

Varios modelos murinos de cancer de mama foram desenvolvidos para estudar
0S mecanismos moleculares subjacentes a progressao tumoral e metastase para
serem usados no desenvolvimento de agentes terapéuticos.

No entanto, a maioria desses modelos de camundongos sdo de tumores
genéticos que, embora sejam excelentes modelos para estudos dos mecanismos, nao
sdo adequados para testar agentes terapéuticos, pois a metastase leva meses para
se desenvolver nesses modelos (PASCHALL; LIU, 2016).

O rapido desenvolvimento tumorigénico encontrado para o modelo 4T1, o qual
possui caracteristicas semelhantes ao carcinoma mamario triplo negativo em
humanos, oferece um meio rapido e direto para avaliar os resultados do tratamento
em um modelo de Camundongos BALB/c imunocompetentes endogamicos fémeas
(ARROYO-CRESPO et al., 2019).

Quase todos os camundongos com tumor proveniente de células 4T1
desenvolvem metastases dentro de 30 dias apds a indug¢do do tumor na glandula
mamaria. No entanto, os tumores 4T1 crescem rapidamente no local primario e o
tamanho da neoplasia frequentemente excedia os limites permitidos na maioria dos
protocolos animais. As metastases nesta fase sdo geralmente micrometastases
(PASCHALL; LIU., 2016).

Para recriar experimentalmente o carcinoma mamario humano, a linhagem de

células 4T1 é o modelo mais utilizado, pois tem caracteristica invasiva e tumorigénico.



Com isso sua linhagem de células tumorais sé@o transplantaveis e a partir da
submissdo do tumor primario na glandula maméria, o tumor pode evoluir para
metastase, e atingir diferentes locais. Estudos utilizam o modelo de células 4T1 para
avaliar métodos de imunoterapia celular, visando a ativacdo de linfocitos T auxiliares
(CD4 +) e linfécitos T citotoxicos (CD8 +) especificos para tumores (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

1.3 METASTASE HEPATICA

Por definicdo metastase é o termo utilizado para descrever o processo em que
as células tumorais desprendam-se do seu foco primario, migram, infiltram em outros
orgaos ou tecidos e origina tumores secundarios (HU et al., 2020).

A persisténcia e evolucdo do cancer estdo predominantemente ligadas a
habilidade metastatica e disseminadora das células neoplasicas para outros locais. A
maioria dos pacientes nao vao ao 0bito devido aos tumores primarios, mas sim devido
as metastases. A diminuicao do tamanho do tumor € um aspecto clinico crucial, assim
como a reducéo das metastases, ambos capazes de influenciar significativamente a
sobrevida do paciente (GEIGER; PEEPER, 2009).

O processo de metastase decorre de uma série de eventos simultdneos ou
sobrepostos, porém, podem ser explicados de 2 formas. O primeiro de progessao
linear sugere variacbes genéticas em clones celulares do tumor inicial, resultando
assim em sobrevivéncia e crescimento destas células em locais diferentes (LIANG et
al.,, 2020). O segundo o modelo de progressdo paralela propbe que as células
neoplasicas desenvolvem precocimente sua capacidade metastatica, e possibilita a
disseminacao de diferentes clones de células neoplasicas para diferentes ambientes
(KOSCIELNY; TUBIANA, 2010).

Independente da forma em que se deu origem a metastase, ap0s a ruptura das
células neoplasicas do local primario, estas entram em contato com a corrente
sanguinea, onde estdo expostas a diversos fatores para o combate dessas células
metastaticas, como o estresse oxidativo, forcas de cisalhamento e resposta imune de
células presentes na corrente sanguinea (GARCIA-JIMENEZ; GODING, 2019).
Entretanto, por mais que estas células estejam sendo eliminadas pelo sistema imune,
as sobreviventes podem entrar em estado de dorméncia ou de proliferacdo e
desenvolvimento de tumores secundérios (BIRKBAK; MCGRANAHAN, 2020).



O figado por conta de sua localizagdo anatdbmica € um orgdo bastante irrigado,
o que faz ser um alvo metéstatico no cancer de mama. O tumor secundéario em células
hepéticas estd associado a um mau prognético, e influencia diretamente na sobrevida
global dos pacientes (HE et al., 2017; YING et al., 2021). Portanto ha uma necessidade
de que os tratamentos baseados em imunoterapias, sejam importantes para reduzir o

tumor, mas também seus alvos secundarios.

1.4 RESPOSTA IMUNE A TUMORES

Tumores ndo sdo apenas agregados de células cancerigenas, mas também
ecossistemas complexos e bem organizados. Os componentes imunoldgicos que se
encontram dentro dos tumores, que chamamos de microambiente imune tumoral, ha
muito tempo demonstram estar relacionados ao desenvolvimento, recorréncia e
metastase do tumor. No entanto, os estudos convencionais que subestimam o
potencial da arquitetura espacial desse microambiente sdo incapazes de elucidar
completamente a sua complexidade (FU et al., 2021).

Para obter controle e prevencdo do crescimento tumoral a resposta imune
submete-se da utilizacdo de fatores celulares e moleculares de mecanismos do
sistema imune inato e adaptativo como as células T auxiliares, células T citotoxicas,
células B, células natural killer (NK) e células apresentadoras de antigenos (APCSs),
sendo umas das mais fundamentais as células dendriticas (DCs) (REEVES; JAMES,
2017).

1.5 CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas (DCs) sdo um alvo imunoterapéutico promissor, dada a
sua capacidade de captar e apresentar antigenos associados ao tumor por meio de
varios mecanismos que iniciam respostas efetoras potentes contra o tumor. Além da
apresentacao direta do antigeno, as propriedades intrinsecas adicionais das DCs séo
relevantes para a imunoterapia, inclui a capacidade de migrar entre os tecidos linféides
e nao linféides e modular os gradientes de citocinas e quimiocinas para controlar a
inflamacé@o e o homing (migracédo) dos linfocitos, todos provavelmente importantes
para o tratamento sistémico e prolongado (PEREZ; DE PALMA, 2019).



As DCs séo classificadas em diferentes subconjuntos considera-se seu fenétipo
de superficie, expressdo de moléculas, ontogenia e funcbes. Elas podem ser
amplamente classificadas como DCs convencionais consisti em dois subconjuntos
(DC1 e DC2), DCs plasmocitoides, DCs inflamatorias e células de Langerhans. As
DCs possuem uma série de receptores de reconhecimento de padrdes extracelulares
e intracelulares para detectar diferentes sinais de anormalidade. Ao detectar esses
sinais, as DCs séo ativadas, regulam positivamente as moléculas co-estimuladoras,
produzem varias citocinas e quimiocinas, captam o antigeno e o processam e migram
para os ganglios linfaticos, onde apresentam antigenos para as células T citotoxicos
(CD8+) e auxiliares (CD4+) (BALAN; SAXENA; BHARDWAJ, 2019).

As DCs séao reconhecidas como APCs especializadas, as quais originam-se a
partir de células-tronco hematopoiéticas (CD34+) presentes na medula 6ssea. As DCs
sdo importantes na imunoterapia, podem capturar, processar e apresentar antigenos
de células T como demonstrado na figura 1, e geralmente séo identificadas por sua
grande expressao de moléculas complexas de histocompatibilidade principal do tipo I
e co-estimulatorias (CANCEL et al., 2019).

As DCS sao excelentes APCs do sistema imunoldgico, responsaveis por
preencher a lacuna entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa, inclui a ativacéo
de células T antitumorais. Ap0s a maturacdo e ativacdo, as DCs regulam
negativamente a fagocitose, aumentam a expressdo do MHC e da molécula
coestimuladora, aumentam a producéo de citocinas e exibem migracdo aprimorada
para os linfonodos. Como resultado dessas mudancas fenotipicas que ocorrem
durante a ativacdo, DCs ja maduras sédo capazes de preparar células T virgens e dar
inicio a resposta imune adaptativa (GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL,
2020).

Antes da descoberta e caracterizacdo das DCs, as vacinas contra o cancer
eram baseadas na engenharia genética de células tumorais, células autdlogas e
alogénicas e linhagens celulares. Acredita-se que 0s mecanismos de
imunogenicidade requerem a captacédo e apresentacdo de antigenos por meio da DC
endbégena. A apresentacdo adequada de antigenos por parte das DCs é fundamental
para que os linfocitos T sejam ativados para exercerem sua funcdo (SANTOS;
BUTTERFIELD, 2018; TROMBETTA; MELLMAN, 2005).



1.6 ATIVACAO DE LINFOCITOS T E GERACAO DE FATORES DE
TRANSCRICAO

A identidade celular € determinada por programas de transcricdo que por sua
vez, sado conduzidos por fatores de transcricdo que induzem a expressao ou
silenciamento de genes especificos, e formam circuitos capazes de se autorregularem
para estabelecer e manter o fenétipo celular. Estudos sugerem que as vias de
desenvolvimento e 0s genes sao reativados nas células cancerigenas, 0 que resulta
em um estado semelhante as células-tronco que é responsavel pela iniciacao,
progressao, metastase e resisténcia a terapia do tumor (ERVIN et al., 2022).

Os linfocitos T podem se diferenciar em Linfocitos T auxiliar (CD4*) e Linfocitos
T citotoxicos (CD8") de acordo com o processo de selecdo positiva e negativa. A
molécula de histocompatibilidade principal do tipo Il € importante para a diferenciacao
de linfocitos T CD4* e de citocinas sintetizadas, bem como seus fatores de transcricao
(Figura 1), sdo importantes para esse controle da atividade antitumoral, ou mesmo, a
supressdo desta resposta, bem como a resposta imunologica a diferentes outros
patogenos (IVANOVA; OREKHOV, 2015).

Os fatores de transcricdo sao proteinas que regulam a expressao génica, se
ligam a sequéncias especificas de DNA, chamadas de elementos regulatorios ou sitios
de ligacdo, geralmente encontrados em regides promotoras ou intensificadoras dos
genes. A ligacao do fator de transcricdo a esses elementos pode ativar ou reprimir a
transcricdo do gene-alvo, influenciando assim a producdo de RNA mensageiro
(mMRNA) e, consequentemente, um esquema de proteinas desempenha um papel
critico na regulacdo dos processos biologicos, como desenvolvimento embrionario,
resposta a sinais extracelulares, adaptacdo a mudancas ambientais e diferenciacéo
celular, assim, sendo de extrema importancia para o equilibrio homeostatico, como
também modular a resposta imune frente a microrganismos (HOSOKAWA;
ROTHENBERG, 2021).

Apos a ativagdo de células T auxiliares nave, a presenca de IL-12 liberada
pelas APCs e do IFN-y liberado pela propria ativacédo do linfécito, ativam os fatores de
transcricdo STAT1 e STAT4 respectivamente, que juntos irdo induzir a expressao do
fator de transcricao T-bet indutor da resposta do perfil Thl (IVANOVA; OREKHOV,
2015). Este perfil € voltado para resposta imunoldgica de antigenos intracelulares

como: virus ou antigenos tumorais; e isto se da muito pela presenca do IFN-y que tem



a capacidade de recrutar linfocitos T citotoxicos para o local (ANNUNZIATO;
ROMAGNANI; ROMAGNANI, 2015).

Jé o perfil de células T Th2 sintetiza principalmente IL-4 e IL-2 que s&o citocinas
importantes para o processo de diferenciagdo, vdo ser indutoras dos fatores de
transcricdo STATS5 e STAT6 que por sua vez vao induzir o fator de transcrigdo mestre
GATA3 (OESTREICH; WEINMANN, 2012). O perfil Th2 é importante para o combate
de infeccdes parasitarias e alérgenos, quando ativado a resposta do tipo 2 libera IL-4,
IL-5 e IL-13 que vao promover a mudanca da classe de anticorpos de células B para
a imunoglonulina E, recrutam eosindfilos para o local de inflamacéo e por fim podem
promover a producéo de muco, respectivamente (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

O FOXP3 é o fator de transcricdo responsavel pela geracdo e funcdo das
células T regulatérias, as quais se diferenciam quando estimuladas por TGF-f e IL-2,
sendo um perfil cuja a funcdo esta correlacionada a manutengédo da homeostase do
sistema imunolégico e autotolerancia (JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009). Para
manter o equilibrio homeostético o perfil Treg conta com a secrecédo de IL-10, TGF-
e IL-35 citocinas reguladoras que inibem a resposta exacerbada de outros perfis.
Entretanto h&a evidéncias crescentes que essas células possuem impacto importante
na resposta imune antitumoral, pois fatores derivados de tumores promovem o
recrutamento e expanséo de Treg, impossibilitando uma imunidade efetiva contra o
cancer gque estao associadas a progressao tumoral (KIM; CANTOR, 2014).

Ja o fator de transcricdo RORyt é induzido pela ativacdo do fator de transcrigdo
STAT3 mediante as citocinas IL-6, IL-21 e IL-23 o que induz o linfocito T ao perfil Th17.
Sua funcado esta associada a protecdo contra infecgdes bacterianas e fungicas nas
superficies mucosas, porém possui um papel dividido na imunologia dos tumores, pois
podem promover o crescimento tumoral, ou podem atuar numa resposta antitumoral
ao recrutar células imunes para os tumores, ativando linfocitos T citotoxicos efetores
ou mesmo convertendo-se no fenétipo Thl, produzindo IFN-y (GUERY; HUGUES,
2015).



Figura 1: Célula Dendritica apresentando antigeno e ativando linfocitos.
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Fonte: Imagem adaptada de (ZHU; ZHU, 2020).

Nota: Imagem ilustrativa para mostrar didaticamente a apresentagéo de antigeno através da complexo
principal de histocompatibilidade do tipo Il, ativagdo de linfocitos e seus subtipos, e seus principais
fatores de transcricao.

1.7 IMUNOTERAPIA COM LINFOCITOS T INFILTRANTES DE TUMOR

Os linfocitos T infiltrantes de tumor (TILs) séo linfécitos especificos do tumor
diretamente isolados das resseccbes tumorais, que foram obtidos e descritos
inicialmente em canceres epiteliais (FELDMAN et al., 2015; ROSENBERG; SPIESS;
LAFRENIERE, 1986).

A imunoterapia age no tratamento de muitas malignidades solidas e
hematolégicas, e pode ser realizada por varios mecanismos, como bloqueio
imunolégico de moléculas checkpoint, citocinas ou até mesmo, terapia celular adotiva
(ACT) utilizando TILs do microambiente tumoral (CONSTANTINO et al., 2017).



Isso reflete um reconhecimento especifico das células tumorais e leva a um
fendtipo tumoral que seria mais sensivel a imunoterapia (BODOR; BOUMBER,;
BORGHAEI, 2020).

O sucesso recente do bloqueio do checkpoint imunolégico na imunoterapia do
cancer modificou os algoritmos para o tratamento de uma variedade de doencas
neoplasicas. Contudo, a selecdo ideal de candidatos apropriados para esses
tratamentos ainda é um desafio. A presenca, localizacdo e composicdo de um
infiltrado imune tumoral pré-existente parece influenciar o beneficio desses
tratamentos. A associacdo entre a presenca de TILs basais e os resultados dos
pacientes tem sido investigada no cancer de mama. A extensao do TIL varia e tem
diferentes associacfes com resultados nos varios subtipos de cancer de mama
(SOLINAS et al., 2017).

Os canceres de mama triplo-negativo tém maior probabilidade de apresentarem
linfocitos intratumorais <50% dando a caracteristica de um tumor linfocitario, estima-
se que a cada aumento de 10% deste infiltrado linfocitario maior € a chance de
sobrevida (STANTON; DISIS, 2016).



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Grande progresso foi feito no entendimento da biologia das DCs e das células
T eficazes e regulatorias, abrindo caminho para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas nas neoplasias. Contudo, inUmeras questdes ainda se
encontram em aberto, como quais sdo os subconjuntos de DCs ideais para 0 uso
clinico, melhores antigenos, estratégias de carregamento, doses, rotas de
administracdo ou ensaios de poténcia. Somado a isto, 0 uso de terapias combinadas
tem-se demonstrado como uma estratégia promissora no tratamento e eliminacéo de
tumores e suas metastases.

Pesquisas adicionais sado importantes para desenvolvimento de estratégias
terapéuticas eficazes que melhorem os resultados dos pacientes permite
compreender melhor o papel do microambiente imunoldgico tumoral como um todo,
devido a natureza complexa das interagGes entre o tumor e o sistema imunoldgico.
Uma melhor compreensé&o sobre o uso de vacinas com DCs conjuntamente com TILs,
pode ser usada na concepc¢ao de novos ensaios clinicos, onde o aumento do infiltrado
imunologico com altos niveis de TILs prevé ndo apenas resposta a quimioterapia, mas
também melhor taxa de sobrevida.

Mais de 200 ensaios clinicos de vacinas de DCs demonstraram que esta terapia
€ segura, altamente imunogénica e pode ativar regularmente respostas imunes
antitumorais, além de causar regressao tumoral prolongada e rapida e resposta clinica
em pacientes com cancer avancado que receberam tratamento anteriormente
(SANTOS; BUTTERFIELD, 2018). Entretanto nossa hipotese € que a combinacédo da
imunoterapia de DCs com outras terapias pode potencializar o efeito geral.

Para se avaliar o potencial imunoterapéutico das DCs e TILs € importante a
avaliacdo do perfil de resposta imune sistémico e local, realizado pela ativacdo de
células presentes no baco e no tumor. Também ¢é de extrema importancia a realizacao
da mensuracdo de metastases, devido ao impacto de prognéstico em que tumores
secundarios sdo associados . A avaliacdo dos fatores de transcricéo € uma ferramenta
importante para caracterizar o tipo de resposta imunoldgica frente ao tumor, o que
pode indicar se de fato a estratégia terapéutica leva a uma imunidade antitumoral.

Além do impacto social, nossa abordagem podera apontar conceitos cientificos
importantes para tratamento de doencas oncoldgicas, que podem gerar patentes,

contribuindo para a emancipacéo cientifica e tecnologica de nosso pais.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de resposta imunoldgica e a presenca de metastases hepaticas
em camundongos com carninoma mamario, submetidos a imunoterapia com células
dendriticas associado com linfocitos T infiltrantes de tumor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o volume tumoral na mama de camundongos dos diferentes

grupos de estudo.

o Quantificar a area metastatica em figado dos grupos tratados e nao
tratados;
o Avaliar por citometria de fluxo as células tumorais e esplénicas o perfil

de resposta imunolégica por meio da quantificacdo da média de intensidade de
fluorescéncia dos fatores de transcricdo T-bet, GATA-3, RORyt e FOXP3, dos grupos

controle, tumor e tumor tratado.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Trata-se de um estudo experimental com uma abordagem mista, onde foi
utilizado camundongos para experimentos em in-vitro e in-vivo. A pesquisa aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro sob o parecer N° 1/2021/CEUA/PROPPG, PROCESSO N°
23085.008739/2020-24. Foram utilizadas 70 camundongos fémeas da linhagem
BALB/C com idade de 6 semanas, provenientes do Biotério Central da UFTM -
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os animais passaram por habituacéo no
Biotério Setorial do Instituto de Pesquisa em Oncologia — IPON. Ficaram acomodados
em gaiolas com dimensfes de 305x198x133mm em gaiolas plasticas com acesso livre
a agua e comida, separados em diferentes grupos experimentais, sendo submetidos
a ambientes ciclo claro-escuro, temperatura controlada 22°C +/-2°C.

Destes 70 animais, 28 foram induzidos com linhagens tumorais de mama para
obtencao dos linfécitos tumores infiltrantes. Dos animais restantes, 14 animais foram
utilizados para a confeccdo das vacinas de DCs e 28 animais integraram 0S grupos
experimentais (Figura 2), os quais foram divididos em 4 grupos:

o Grupo Controle (GC) - constituido de 7 animais que nao foram
induzidos tumor e serviram como grupo de comparacao dos parametros avaliados nos
demais grupos;

o Grupo Tumor de Mama (GT): constituido por 7 animais que foram
induzidos ao desenvolvimento de tumor pela linhagem celular 4T1;

o Grupo Tumor de Mama Tratado com Vacina de Linfocitos Tumor
Infiltrantes Ativados (GTIL): constituido por 7 animais que foram induzidos ao
desenvolvimento de tumor pela linhagem celular 4T1 e posteriormente tratados com
a imunoterapia de linfécitos;

o Grupo Tumor de Mama Tratado com a Vacina combinada (DCs +
TILs), ou seja, Vacina de Células Dendriticas e Linfocitos Tumor Infiltrantes
Ativados (GDC+TIL): constituido por 7 animais que foram induzidos ao
desenvolvimento de tumor pela linhagem celular de 4T1 e posteriormente tratados

com a imunoterapia combinada.



Apés 28 dias de indugdo tumoral, os animais foram eutanasiados por anestesia
intraperitoneal com xilazina (30 mg/kg) e ketamina (300 mg/kg). Em seguida, foram
retirados baco e tumor, os quais foram utilizados parte na citometria de fluxo e parte

armazenados em TRIzol®.

Figura 2: Fluxograma da fase experimental
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Nota: Imagem ilustrativa descrevendo os processos durante a fase experimental do trabalho,
descrevendo os grupos e ilustrando os processos e os dias em que foram realizados. Siglas: Células
Dendriticas (DC), Linfécitos T Infiltrantes de Tumor (TIL).

4.2 INDUCAO TUMORAL

As células de linhagem 4T1 foram cultivadas em meio RPMI 1680 (Sigma-
Aldrich), suplementado com bicarbonato de Sédio (NaHCOz3), soro bovino fetal (SBF),
HEPES (C HisN204S), Estreptomicina, L-Glutamina (200nM), Mercaptoethanol
(C2HeOS), Pivurato de Sodio (CsHsNaOs) em estufa a 5% de CO:2 a 37°C,
posteriormente, nos dias de inducdo as mesmas foram lavadas e suspendidas em
solucdo fisiologica 0,9%, foram inoculadas na glandula mamaria abdominal direita, em
uma concentragdo de 2x10° células.

Para manter um padrao de qualidade e ver a viabilidade destas células, foi feito

um acompanhamento diario, observando-as pelo microscopio, até os dias de inducgéo.



4.3 IMUNOTERAPIA DE LINFOCITO T INFILTRANTES DE TUMOR

O desenvolvimento do projeto de pesquisa pode ser dividido em 2 etapas: a
producdo de imunoterapias, e a aplicacdo das imunoterapias nos grupos
experimentais.

Em um primeiro momento, foi necessario desenvolver a imunoterapia de TIL's
(Figura 3). Foram utilizados 28 animais, onde os animais BALB/c foram induzidos ao
cancer de mama com a linhagem de células 4T1 para adquirir as doses para a
imunoterapia, seguindo o padrdo de 1 dose por animal. Apos 28 dias estes animais
foram eutanasiados por meio de superdosagem anestésica (Cetamina 300 mg/kg e
Xilazina 30 mg/kg intraperitoneal), foi coletado o tumor, feito uma divulsdo mecéanica
e as células ja separadas do tecido, foram ambientadas em garrafas de 25cm? (volume
7,5 ml) com meio RPMI 1680 (Sigma-Aldrich), suplementado com bicarbonato de
Saodio (NaHCOg3), soro bovino fetal (SBF), HEPES (C Hi1sN204S), Estreptomicina, L-
Glutamina (200nM), Mercaptoethanol (C2HsOS), Pivurato de Sédio (CsHsNaOs) em
estufa a 5% de CO2 a 37°C, em uma concentracdo de 15x10° células, receberam
estimulo de IL-2 [10 ng/ml]. Ap6s 14 dias foi feita a retirada das células do
sobrenadante de cultura, lavadas com solucéao salina tamponada com fosfato (PBS)
pH 7,4, e ressuspendidas em solucao fisiologica 0,9%. Apds este processo a
imunoterapia ja estava finalizada.

Foram administradas 5,0x10° células, em um volume de 50uL de solucgéo
fisiolégica, em dose dupla, apés 14 e 21 dias da inducdo tumoral do grupo
experimental.

Figura 3: Fluxograma da producéo da imunoterapia de TILs
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.



Nota: Imagem ilustrativa descrevendo os processos durante a produgéo da imunoterapia.

4.4 IMUNOTERAPIA DE CELULAS DENDRITICAS

A vacina de células dendriticas é obtida através da medula Ossea de
camundongos BALB/c (Figura 4). No dia 0 é feita a eutanasia dos animais por meio
de de super dosagem anestésica (Cetamina 300 mg/kg e Xilazina 30 mg/kg
intraperitoneal), dissecacdo das patas traseiras, retirada de pelos, pele e musculo.
Com o auxilio de uma seringa de 13,4 x 5mm e solucéo fisioldgica as células da
medula Ossea foram retiradas. As células medulares foram entdo colocadas em
garrafas de 25cm? (volume 7,5 ml) condicionadas com meio IMDM (Sigma-Aldrich)
suplementado com -Glutamina (200nM), Pivurato de Sodio (CsHsNaOs), 100ug/mL de
Gentamicina, 0,1 mM de vitaminas e 5% de SBF, incubadas em estufa estufa a 5% de
COza 37°C, em uma concentracdo de 15x10° células. Os seguintes estimulos foram
realizados:

o Dia 1: estimulo de GM-CSF [10 ng/ml] e IL-4 [10 ng/ml];

o Dia 6: estimulo de TNF-a [10 ng/ml] e antigeno tumoral provenientes de
células 4T1 [10 ng/ml].

Apbs 48 horas do segundo estimulo as células em cultura ja estdo diferenciadas
em células dendriticas e estdo prontas para a producdo da vacina, assim foram
retiradas, lavadas com PBS pH 7,4 e ressuspendidas em solucéo fisiologica 0,9%.
Foram administradas 5,0 x 10° células, em 50pL de solucéo fisiolégica, em dose dupla,
apos 14 e 21 dias da inducédo tumoral do grupo experimental.

Figura 4: Fluxograma da producédo da imunoterapia de DCs

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: Imagem ilustrativa descrevendo os processos durante a producéo da imunoterapia.




4.5 MEDIDA TUMORAL

A medicdo tumoral comecou apds 7 dias da indugdo do tumor. Até a chegada
do 7° dia, os animais ficaram em observacéo para avaliagdo do comportamento ou
estresse do animal.

Apos o prazo, foi realizada a medic&o a cada 2 dias, onde, com o auxilio de um
paquimetro, foi mensurado o volume tumoral no sentido craniocaudal e latero-lateral.

Para determinar o valor final, foi usado a seguinte formula: [maior diametro x

(menor diametro?)/2].

4.6 EUTANASIA E COLETA DE ORGAOS

Apoés 28 dias, os grupos experimentais foram eutanasiados através de super
dosagem anestésica (Cetamina 300 mg/kg e Xilazina 30 mg/kg intraperitoneal).

Retirou-se dos animais o tumor e baco, para realizacéo da citometria de fluxo..
Também foi coletado o figado destes animais com inclusdo em parafina, seguido de

cortes histoldgicos.

4.7 PARAFINIZACAO, CORTES HISTOLOGICOS E COLORACAO DE
HEMATOXILINA E EOSINA

Para a avaliacdo da presenca de metastases foram confecicionadas laminas
de figado dos animais dos grupos Tumor, Tumor TIL e Tumor DC+TIL. A realizacéo

da parafinizacao foi seguido o protocolo abaixo:

Tabela 1 - Etapas para realizacao da parafinizacéo

Etapas Duracao

Fixacdo do Tecido

Formalina 10% 24 horas

Desidratacéao

Solucéo de Etanol 70% 30 minutos
Solucéo de Etanol 80% 30 minutos



Solugéo de Etanol 90% 30 minutos

Solugao de Etanol 100% 30 minutos
Clareamento

Xilol 1 30 minutos
Xilol 11 30 minutos
Xilol 111 30 minutos
Infiltracéo

Parafina derretida 2 horas

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

Apos a infiltracdo é feita a inclusdo dos orgdos em moldes de parafina e
posteriormente espera-se a solidificacao.

Foram feitos corte de na espessura de 10um em micrétomo (Leica RM2255) e
posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina. A realizagdo da coloracéo foi

seguida pelo protocolo abaixo:

Tabela 2 - Etapas para realizacédo da coloracao

Etapas Duracao
Desparafinacdo

Xilol | 5 minutos
Xilol 11 5 minutos
Hidratacéo

Etanol 100% 3 minutos
Etanol 90% 3 minutos
Etanol 80% 3 minutos
Etanol 70% 3 minutos
Agua destilada 5 minutos
Corante Hematoxilina 3 minutos
Agua Destilada 5 minutos
Corante Eosina 2 minutos
Agua Destilada 5 minutos
Desidratacéao

Etanol 70% 3 minutos



Etanol 80% 3 minutos
Etanol 90% 3 minutos
Etanol 100% 3 minutos

Clareamento Final

Xilol | 3 minutos

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

As laminas foram observadas no microscépio Nikon Eclipse Ti2, onde foi
capturado 12 imagens por lamina divididas em um quadrante, as imagens foram
analisadas e quantificadas pelo software QuPath-0.4.4. As areas de metastases foram
identificadas pela diferenca de morfologia celular, geralmente proximas a vasos

sanguineos.

4.8 CITOMETRIA DE FLUXO

Apoés a eutanasia como descrito anteriormente, o tumor e baco foram obtidos

de seus respectivos grupos, para serem analisados pela técnica de citometria de fluxo.

A técnica foi realizada de acordo com o protocolo sugerido pelo proprio

fabricante. Em um primeiro momento o tumor e o bac¢o foram macerados em placas

de Petri para conseguir extrair as células tumorais e esplénicas, respectivamente,
posteriormente estas células foram colocadas em um tubo falcon de 50ml.

Para ter acesso aos leucocitos das amostras coletadas, as mesmas foram
submetidas a lise de hemacias, onde se adicionou solucao de lise (BD Biosciences -
FACS™ Lysing Solution) em uma concentragdo de 1:10 mL, com incubacgdo de 20
minutos em temperatura ambiente. Apos centrifugacdo a 2100rpm por 10 minutos a
4°C foi retirado o sobrenadante, assim sobrando, somente, um precipitado celular.
Foram lavadas 2 vezes com PBS, e realizado uma centrifugacdo de 2100rpm por 10
minutos a 4°C, no precipitado célular foi adicionado proteina transportadora inibitéria
(BD Golgi Stop™) onde foi adicionado 500uL para cada 1mL de solucdo, as células
foram incubadas por 20 minutos a 4°C em geladeira, ao abrigo da luz, seguido por
centrifugacdo 2100rpm por 10 minutos a 4°C para a retirada do sobrenadante e
excesso de proteina, seguido de mais 2 lavagens com PBS seguindo os padrbes

anteriores.



Foi feita a contagem de células em camara de Neubauer e os leucdcitos foram
separados em tubos de ensaio com uma concentracdo de 10° células e realizado a
marcacéao extra celular (CD4 APC) e seu respectivo isotipo, depois o tubo foi incubado
por 30 minutos ao abrigo da luz. As células foram lavadas para retirada do excesso
de anticorpos e se adicionou BD Cytofix/Citoperm™ solucdo de fixacdo e
permeabilizacdo, processo realizado para preparar as células para as marcacdes
intracelulares.

Feitas as marcacoes intracelulares (T-bet, GATA3, FOXP3, RORyT) e seus
respectivos isotipos, os tubos sdo novamente incubados por 30 minutos ao abrigo da
luz, posteriormente sdo lavadas por 3 vezes com solugcdo tampao (BD
Perm/Wash™Buffer), finalizando assim o processo, com os leucdcitos marcados e

prontos para leitura no citdmetro FACS Calibur™, onde foi analisado a média de

intensidade de fluorescéncia das células marcadas.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio do teste de normalidade Shapiro Wilk. A
distribuicdo dos dados foi considerada normal, e o teste parametrico ANOVA para
comparacao entre 3 ou mais grupos foi utilizado. Os resultados com valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Para a analise dos dados, o

software GraphPad Prism 9 foi utilizado.



5. RESULTADOS

5.1 VOLUME TUMORAL

No decorrer do experimento foi feito o acompanhamento para a medida
tumoral, ap0s a eutanasia e com a tabulagcdo dos dados conseguimos uma diferenca
significativa no tamanho do volume tumoral quando comparamos os grupos tratados
com o grupo sem tratamento (p<0,05). Porém nédo ha diferenca significativa quando
comparamos o grupo tratado com imunoterapia de TILS, com o grupo que recebeu as
2 imunoterapias.

Figura 5: Avaliacdo do volume tumoral por mm? de camundongos n&o vacinados e

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
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Nota: Analise do volume tumoral através da medi¢édo do paquimetro e convertido os valores na férmula
[maior diametro x (menor diametro?)/2], comparando Grupo Tumor (GT), Grupo TIL (GTIL) e Grupo
DC+TIL (GDC+TIL). Os resultados foram analisados usando o teste 2way ANOVA para comparar os 3

grupos (*p<0,05).
5.2 METASTASES HEPATICAS

Em relacdo as areas metastaticas presentes nos cortes histolégicos de figado
corados com hematoxilina e eosina, pode se visualizar que ambas imunoterapias
promoveram uma diminuicdo de areas com metastases quando comparamos o Grupo

Tumor com o Grupo TIL (*p<0,05) e com o grupo DC+TIL (*p<0,05).

Figura 6: Avaliacdo de metastases hepaticas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: Andlise feita de areas metastaticas em um? de cortes histoloégicos corados em hematoxilina e
eosina. Andlise de area metastatica (um?) do grupo tumor com o grupo TIL (*p<0,05). Andlise de area
metastatica (um?) do grupo tumor com o grupo DC+TIL (*p<0,05). Andlise de area metastatica (um?)
do grupo TIL com o grupo DC+TIL (*p<0,05). Na analise dos resultados foi utilizado o teste “one-way

ANOVA” para a comparacdo com 3 grupos ou mais. Escala de barra: 200um (40x)

5.3 ANALISE DO FATOR DE TRANSCRICAO T-BET EM LINFOCITOS T
AUXILIARES EM TUMOR E BACO

Ao analisarmos o grafico da figura 6A, observamos que a intensidade de
fluorescéncia do fator de transcricdo T-bet em linfécitos T auxiliares foi superior
guando comparamos 0s grupos tratados GDC+TIL e GTIL em relacdo ao GT
(*p<0,05), entretanto nota-se a eficiéncia da imunoterapia combinada quando
comparamos também, os dois grupos tratados.

Ja no gréfico da figura 6B, nos deparamos com linfocitos T auxiliares esplénicos
e pode-se observar que no GDC+TIL o fator de transcricdo T-bet também esta
aumentado, porém quando comparamos o GTIL ao grupo controle, 0 mesmo mantém
niveis semelhantes, porém nao significativos, ja quando comparado ao Grupo Tumor

a uma diminuicéo significativa (*p<0,05).

Figura 7: Avaliacao do fator de transcricdo T-bet em linfécitos T auxiliares
intratumorais e esplénicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
Nota: (A) Andlise da média de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo de linfocitos T
auxiliares intratumorais do grupo tumor e grupo TIL (*p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (*p<0,05);



grupo DC+TIL e grupo TIL (*p<0,05). (B) Analise da média de intensidade de fluorescéncia por
citometria de fluxo de linfécitos T auxiliares esplénicos do grupo controle e grupo tumor (*p<0,05); grupo
controle e grupo TIL (*p<0,05); grupo controle e grupo DC+TIL (*p<0,05); grupo tumor e grupo TIL
(*p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (*p<0,05); grupo TIL e grupo DC+TIL (*p<0,05). Na analise dos
resultados foi utilizado o teste “one-way ANOVA” para a comparagdo com 3 grupos ou mais.

5.4 ANALISE DO FATOR DE TRANSCRICAO GATA3 EM LINFOCITOS T
AUXILIARES EM TUMOR E BACO

No gréfico da figura 7A, o fator de transcricdo GATA3 presente em linfocitos
Tauxiliares intratumorais é maior no grupo tumor quando comparado com o grupo TIL
(*p<0,05) e com grupo DC+TIL (*p<0,05), no entanto os valores n&o foram
significativos quando se compara os dois grupos tratados.

Na resposta sistémica na figura 7B os linfocitos t auxiliares esplénicos com
presenca de GATA3 também apresenta um maior aumento no grupo tumor em relagéao
aos grupos TIL (*p<0,05) e DC+TIL (*p<0,05).

Figura 8: Avaliacao do fator de transcricdo GATA3 em linfécitos T auxiliares
intratumorais e esplénicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: (A) Andlise da média de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo de linfécitos T
auxiliares intratumorais do grupo tumor e grupo TIL (p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (p<0,05);
grupo DC+TIL e grupo TIL ndo apresentou diferenca significativas (p<0,05). (B) Andlise da média de
intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo de linfocitos T auxiliares esplénicos do grupo
controle e grupo tumor (p<0,05); grupo controle e grupo TIL (p<0,05); grupo controle e grupo DC+TIL
(p<0,05); grupo tumor e grupo TIL (p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (p<0,05); grupo TIL e grupo
DC+TIL (p<0,05). Na andlise dos resultados foi utilizado o teste “one-way ANOVA” para a comparacgao

com 3 grupos ou mais.



5.5 ANALISE DO FATOR DE TRANSCRICAO FOXP3 EM LINFOCITOS T
AUXILIARES EM TUMOR E BACO

No grafico da figura 8A, os linfécitos T auxiliares intratumorais com o fator de
transcricdo FOXP3 presente, tiveram um aumento significativo quando comparado o
grupo DC+TIL com o grupo Tumor (p<0,05), e com o grupo TIL (p<0,05), entretanto
h& uma diminuicdo na expressao do fator de transcricdo FOXP3 entre o grupo tumor
e grupo TIL (p<0,05).

Ao analisarmos o grafico da figura 8B, observa-se que o grupo Tumor tem um
maior nivel na expresséao do fator de transcricdo FOXP3, quando o comparamos com
os demais grupos (p<0,05).

Figura 9: Avaliagéo do fator de transcricdo FOXP3 em linfécitos T auxiliares
intratumorais e esplénicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: (A) Analise da média de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo de linfécitos T
auxiliares intratumorais do grupo tumor e grupo TIL (p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (p<0,05);
grupo DC+TIL e grupo TIL (p<0,05). (B) Analise da média de intensidade de fluorescéncia por citometria
de fluxo de linfocitos T auxiliares esplénicos do grupo controle e grupo tumor (p<0,05); grupo controle
e grupo TIL (p<0,05); grupo controle e grupo DC+TIL (p<0,05); grupo tumor e grupo TIL (p<0,05); grupo
tumor e grupo DC+TIL (p<0,05); grupo TIL e grupo DC+TIL (p<0,05). Na andlise dos resultados foi
utilizado o teste “one-way ANOVA” para a compara¢ao com 3 grupos ou mais.

5.6  ANALISE DO FATOR DE TRANSCRICAO RORyT EMLINFOCITOS T
AUXILIARES EM TUMOR E BACO



No gréfico da figura 9A, foi analisado linfécitos T auxiliares com a presenca do
fator de transcricdo RORyt, onde o grupo DC+TIL apresenta niveis superiores quando
comparado ao grupo TIL (p<0,05)e grupo tumor (p<0,05), porém os valores do fator
de transcricdo dos grupos TIL e tumor ndo sao significativos quando comparados
(p<0,05).

No grafico da figura 9B, os valores de RORyT no grupo tumor é superior quando

comparado ao grupo TIL (p<0,05) e grupo DC+TIL (p<0,05).

Figura 10: Avaliacao do fator de transcricdo RORyT em linfocitos T auxiliares
intratumorais e esplénicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: (A) Andlise da média de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo de linfocitos T
auxiliares intratumorais do grupo tumor e grupo TIL ndo foram significantes (p<0,05); grupo tumor e
grupo DC+TIL (p<0,05); grupo DC+TIL e grupo TIL (p<0,05). (B) Analise da média de intensidade de
fluorescéncia por citometria de fluxo de linfécitos T auxiliares esplénicos do grupo controle e grupo
tumor (p<0,05); grupo controle e grupo TIL (p<0,05); grupo controle e grupo DC+TIL (p<0,05); grupo
tumor e grupo TIL (p<0,05); grupo tumor e grupo DC+TIL (p<0,05); grupo TIL e grupo DC+TIL (p<0,05).
Na analise dos resultados foi utilizado o teste “one-way ANOVAL” para a comparagdo com 3 grupos ou

mais.

5.7 EXPRESSAO DOS FATORES DE TRANSCRICAO NO BACO E TUMOR

No grafico da figura 10A, é possivel vizualizar o comportamento dos fatores de
transcricdo T-bet, GATA3, Foxp3 e RORyT em conjunto no bago, e nota-se um
aumento de desses fatores nos grupos Tumor, TIL e DC+TIL quando comparados ao
grupo tumor.

Na figura 10B, se vizualiza o comportamento dos fatores de transcricdo T-bet,

GATAS3, Foxp3 e RORyT em conjunto no tumor, onde o grupo que recebeu as 2



imunoterapias combinadas (DC+TIL) apresenta maiores valores de T-bet, Foxp3 e
RORyT quando comparados aos outros grupos (TIL), (Tumor). E evidente que no
grupo DC+TIL apresenta maiores concentracdes de T-bet em relagdo ao Foxp3.

Figura 10: Expresséo dos fatores de transcricdo no baco e tumor
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Nota: Gréficos de satélite mostrando a distribuicdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) no
baco (A) e tumor (B) analisando a intensidade dos fatores de transcri¢édo de células T T-bet, GATA3,
RORyt e FOXP3. O bago e o tumor dos animais do grupo controle, grupo tumor, grupo TIL e grupo

TIL+DC foram analisados pela técnica de citometria de fluxo.



6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos o cancer vem sendo um grande desafio para a sdude publica
mundial, por conta de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade, diante disso se da
a necessidade pela busca de novos tratamentos, que fujam das terapias
convencionais: quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Assim surge a imunoterapia com
uma abordagem promissora, que visa a melhora na qualidade de vida, e em alguns
casos, a remissao completa do tumor.

No presente estudo, foram utilizadas 2 tipos de imunoterapias aplicadas em
combinacdo como forma de tratamento em um modelo in vivo de carcinoma mamario
murino. A terapia celular adotiva com linfécitos infiltrantes de tumor, obtidas da
retirada desses linfocitos do microambiente tumoral colocados em cultura na presenca
de IL-2, na fungéo de expansao clonal (KONGKAEW et al., 2022). E a vacina de DCs
gue visa a ativacdo do sistema imune, principalmente de células T, como ja bem
descrito na literatura (PALUCKA; BANCHEREAU, 2013). Nossos resultados indicam
gue a combinacdo das 2 imunoterapias demonstram eficacia, o que valida nossa
hipétese.

E evidente que a terapia celular adotiva, notadamente com linfécitos infiltrantes
de tumor, revelou-se eficaz na reducédo do volume tumoral e da area de metastase
hepatica. No entanto, ao se contrastar esses resultados com o grupo submetido a
combinacdo das duas imunoterapias, observam-se promissoras vantagens. A
administracdo de células dendriticas, responsaveis por iniciar a resposta imune,
juntamente com linfécitos T previamente ativados, evidencia-se como um
aprimoramento notavel, sugerindo uma sinergia que intensifica a eficacia do
tratamento.

Quando comparamos nossos resultados com o que ja foi descrito na literatura,
outros estudos usando imunoterapias de forma separada conseguiram resultados
parecidos ou até melhores. Por exemplo, em um ensaio clinico, o uso de TIL autélogos
com IL-2 para tratar metdstases cerebrais causou uma regressao completa da
metastase em 41% dos pacientes tratado (HONG et al., 2010). Além disso, em um
estudo semelhante usando células dendriticas em camundongos BALB/c, a
imunoterapia também mostrou ser eficaz ao reduzir metastases pulmonares (FIELDS;
SHIMIZU; MULE, 1998). Estudos no nosso grupo de pesquisa também demonstram

eficacia das células dendriticas em reduzir metastases, porém em um contexto de em



gue estas células sdo utilizadas como vacina profilatica e ndo como imunoterapia
(VIEIRA et al., 2021). Essas descobertas destacam a importancia de pesquisas mais
aprofundadas para entender melhor as respostas terapéuticas e aprimorar estratégias
imunoterdpicas combinadas, como as propostas neste estudo.

Quando se fala em combate tumoral, quer seja por meio de tratamentos
convencionais ou no ambito das imunoterapias, a eficacia da resposta imunoldgica
frequentemente esté associada ao aumento dos linfocitos T, estas células apresentam
subtipos que desempenham papéis tanto na regressao quanto na progressado da
atividade tumoral (SELEDTSOV; GONCHAROV; SELEDTSOVA, 2015). Para
alcancar uma resposta imunoldgica eficaz contra o tumor, é crucial que haja uma
presenca significativa de linfocitos auxiliares do tipo 1, especificamente caracterizados
pelo fator de transcricdo T-bet (LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013; TIAN et al.,
2021).

Observamos em nossos resultados de infiltrado tumoral, que os niveis do fator
de transcricdo T-bet sdo notavelmente mais elevados no grupo TIL em comparacgao
ao grupo Tumor isolado. Além disso, constatamos que esses nhiveis alcancam um
patamar ainda mais superior quando comparamos o grupo DC+TIL, o que vai de
encontro com o trabalho MORI et al. (2019) onde foi observado que pacientes que
tiveram um infiltrado com niveis maiores T-bet tiveram uma maior taxa de sobrevida
global, constatando que quanto maiores os nives de T-bet melhor o prognéstico dos
pacientes, sendo similar aos nossos resultados onde o grupo DC+TIL obteve menor
volume tumoral e menor area de metastase, sendo assim, um indicativo de melhor
prognostico.

A alta expressado de T-bet reprime a expresséao de IL-4, interleucina a qual é de
extrema importancia para a diferenciacéo do linfécito T nalve em perfil Th2, e acaba
por influenciar diretamente na expresséo de GATA3 (FANG; ZHU, 2017). O que pode
explicar nossos resultados em que os niveis de linfécitos T auxiliares do tipo 2,
mediados pelo fator de transcricdo GATA3, foram observados em patamares
inferiores nos grupos tratados em comparagao com o grupo Tumor. Esta observacgao
pode ser explicada pelos dados ja documentados na literatura , nos quais se destaca
gue o perfil Th2 é eficaz na resposta imune contra parasitas extracelulares, como
helmintos, bem como em condi¢des alérgicas e ndo sédo efetivos na resposta imune
antitumoral (LUCKHEERAM et al., 2012). Outro ponto que ja foi citado antiriormente,
€ o0 antagonismo dos perfis Th1/Th2 (LUCKHEERAM et al., 2012; MAHLANGU et al.,



2020) que também é evidenciado em nossos resultados quando fazemos uma analise
de equilibrio entre esses dois perfis.

E de conhecimento que as células T auxiliares do tipo regulatério, mediadas
pelo fator de transcricdio FOXP3, desempenham a funcdo de imunossuprimir a
resposta imunoldgica. Esse papel € crucial para manter a homeostase durante uma
infeccdo, contribuindo para a preservagdo dos niveis de tolerancia imunolégica. (LI;
RUDENSKY, 2016). Essa capacidade é viabilizada pela secre¢cdo de citocinas
inibitérias, tais como IL-10, IL-35 e TGF-B, as quais tém a capacidade de inibir células
T citotdxicas, auxiliares e células dendriticas quando ativadas (TOOMER; MALEK,
2018). Considerando e analisando os resultados obtidos, inicialmente, a elevacdo do
fator de transcricdo FOXP3 no grupo que recebeu duas imunoterapias nado sinaliza
otimismo, quando se analisa o resultado isoladamente, entretanto, uma perspectiva
mais abrangente emerge ao examinar o grafico da figura 10B que demonstra todos os
fatores de transcricdo no tumor, revelando claramente a predominancia do perfil Thl
sobre o perfil Treg no grupo DC+TIL. Outro ponto importante que deve ser ressaltado,
€ que no microambiente tumoral sempre havera a expressdo de FOXP3 (SALEH;
ELKORD, 2020). Entdo niveis mais altos deste fator de transcricdo sédo esperados,
porém ndo em grupos que foram tratados com imunoterapia. O que pode ser explicado
em nossos resultados em relacdo a esse aumento € o fato da realizacdo da terapia
celular adotiva com TILs, onde estimulamos esses linfécitos in vitro com IL-2, citocina
utilizada para expanssao clonal (ABBAS et al., 2018). Porém néo foi feito a separacao
de linfécitos, e os mesmos foram infundidos nos camundongos com a presenca de
todos os subtipos.

Nosso estudo possui algumas limitagcdes que devem ser mencionadas, como a
falta de investigacdo do papel de linfocitos citotoxicos tanto no microambiente tumoral
como no baco, pois SABERIAN et al. (2021) em seu estudo com humanos utilizando
as duas imunoterapias buscou uma abordagem selecionando somente linfocitos T
citotoxicos para a producéo de TILs e em seus resultados sugerem que a combinacéo
pode resultar em resposta clinica e uma maior sobrevida, outro estudo de LOU et al.
(2004) em camundongos resultou em um aumento da resposta antitumoral. Entdo por
mais que a expressao de FOXP3 esteja alta, existem outros mecanismos da resposta
imune envolvidos para compensar esta alta expressao.

Embora ja descrito anteriormente que os linfocitos do perfil Th17 possuem

funcionalidades divididas em relacdo ao seu papel no combate tumoral (GUERY;



HUGUES, 2015), em nossos resultados os linfocitos T auxiliares do perfil Th17
mediado pelo fator de transcrigdo RORyYT apresenta niveis maiores no grupo que
recebeu as 2 imunoterapias, em seu trabalho BLOCK et al. (2020) utilizou de células
dendriticas para induzir o perfil Th17, concluindo que, apesar do numero limitado de
pacientes e do risco potencial de viés, a inducdo do perfil Th17 pode estar relacionada
a uma melhora na resposta imunogénica, resultando em beneficios clinicos.

Os resultados obtidos a partir da analise das células T esplénicas apresentam
distingdes quando comparados aos linfécitos tumorais. Essa diferenca decorre da
natureza do baco, um 6rgdo linféide secundario, que representa a resposta imune
sistémica, correspondente ao organismo como um todo. A resposta imune sistémica
envolve a mobilizagdo de células imunologicas circulantes, em contraste com a
resposta imune local, que se concentra de maneira especifica em um local designado,
como é o caso do tumor em questdo (NIKOLICH-ZUGICH; DAVIES, 2017).

De maneira geral, nosso trabalho demonstrou que a imunoterapia com TILs é
eficiente, porém quando juntamos a terapia celular adotiva com a imunoterapia de
células dendriticas, os resultados podem ser ainda mais otimistas. Porém outras
analises devem ser feitas como a avaliagdo de moléculas de adesao, células T
citotoxicas afim de enriquecer o conhecimento da resposta imunolégica com

imunoterapias contra 0os tumores.



7. CONCLUSAO

A eficiéncia da imunoterapia com TILs de forma isolada em camundongos
BALB/c induzidos com carcinoma mamario pela linhagem de células 4T1, como
também evidenciou uma pontencializagdo quando combinada a imunoterapia de
células dendriticas, regredindo o volume tumoral, como também pontos metastaticos
no figado, sendo necessarias pesquisas que busquem compreender ainda mais 0s
mescanismos envolvidos na reducdo de mestastases.

O perfil de resposta imune foi analisado por meio dos fatores de transcricdo
correspondentes aos subtipos de linfécitos constatando que o perfil Th1l teve aumento
Nos grupos que receberam a intervengdo com as imunoterapias supremindo os perfis
Treg e Th2.
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