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RESUMO

Azevedo-Santos APS. Efeito do microambiente tumoral sobre as caracteristicas
funcionais e fenotipicas de células dendriticas geradas in vitro a partir de mondcitos
do sangue periférico de voluntarias saudaveis e de pacientes com cancer de mama.
[Tese]. Sdo Paulo: Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidade de Séao Paulo;
2010

Células dendriticas (DCs) sao as principais células apresentadoras de antigenos e
as Unicas capazes de dar inicio a uma resposta imune priméaria. As DCs sao alvo de
inUmeros processos capazes de afetar sua funcdo em pacientes com cancer. No
cancer de mama, o metabolismo anaerdbico, acao local dos estr6genos e 0 uso
terapéutico de seus antagonistas sédo fatores comuns a boa parte das pacientes, que
podem influenciar as DCs. Assim, o presente trabalho avaliou o perfil fenotipico de
DCs em amostras tumorais das pacientes, a diferenciacdo de DCs a partir de células
mononucleares derivadas do sangue periférico (PBMCs) das pacientes, comparou-
se suas caracteristicas fenotipicas e funcionais, investigou-se os efeitos de
moduladores de estrégenos (tamoxifeno), da co-cultura com linhagens tumorais e de
inibidores da p38 MAPK sobre as DCs, tanto de individuos sadios quanto de
pacientes com cancer de mama ductal invasivo. Os resultados mostraram que ha
diferenca na capacidade de geracdo, no fendtipo e na capacidade aloestimuladora
das DCs derivadas de PBMCs de pacientes. As DCs de pacientes apresentaram
maior producdo de interleucina 10 e expressaram mais HSP27, enquanto que as
DCs de voluntarias saudaveis apresentaram maior producao de Interferon-gama. A
via p38 MAPK parece ser importante na diferenciacdo de mondcitos em DCs,
entretanto, estimulos estressantes podem ativar esta via e induzir a sintese de
HSP27 inibindo este processo. O tratamento com tamoxifeno parece modular a
expressdo de algumas moléculas de membrana durante a diferenciacdo das DCs.
Desta forma, os resultados sugerem que as DCs diferenciadas de PBMCs de
pacientes com cancer de mama apresentam alteracdes fenotipicas e funcionais que

sdo pelo microambiente tumoral.

Palavras-chave: Células Dendriticas. Cancer de mama. Microambiente tumoral.



13

ABSTRACT

Azevedo-Santos APS. Effect of the tumor microenvironment on the function and
phenotype of dendritic cells generated in vitro from monocytes obtained from healthy
volunteers and breast cancer patients. [Thesis]. Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo;2010

Dendritic cells (DCs) are a recognized as the most potent antigen-presenting cells
and are uniquely able to initiate primary immune responses. Not surprisingly, they
are targets of tumors evasion mechanisms, affecting their function in cancer patients.
In breast cancer, the anaerobic metabolism, the action of estrogens antagonists are
common factors to most patients, which can influence DC generation. Thus the aim
of this work was to evaluate the frequency of DCs in tumor tissue. In addition, we
evaluated the differentiation of DCs derived from peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) and compared the phenotypic and functional characteristic of these cells,
the effects of selective estrogen receptor modulators (tamoxifen), the co-culture with
tumor cell and the specific p38 MAPK inhibitor on DCs from healthy individuals and
breast cancer patients. The results showed that patients’ PBMCs were unable to
generate phenotypicaly and functionally mature DCs when compared with healthy
volunteers' DCs. DCs differentiated of patients' PBMCs presented larger production
of interleukin 10 and higher expression of HSP27, while DCs derived from healthy
volunteers' PBMCs presented higher production of Interferon-gamma. The p38
MAPK signaling pathway seems to be important in monocyte differentiation into DCs,
and its activation by stress can induce the synthesis of HSP27, a protein that inhibits
DC generation. The treatment with tamoxifen caused modulation of membrane DC
markers’ expression. Therefore, these results show that DCs derived from patients’
PBMCs present phenotypic and functional alterations which can be caused by tumor

microenvironment factors.

Key words: Dendritic cell. Breast cancer. Tumoral microenvironment.
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Nos ultimos anos a Imunologia vem se consolidando, cada vez mais, como
uma ciéncia complexa e intrigante. Deixando de ser vista apenas como um sistema
de defesa contra microorganismos, 0 sistema imune pode ser explicado como um
sistema celular e molecular organizado que apresenta um funcionamento complexo
e diversificado, conferindo um equilibrio interno responséavel pela manutencédo da

integridade organica.

Com um maior conhecimento sobre os elementos que formam a imunidade e
como eles atuam na preservacao do préoprio, a imunologia vem sendo aplicada, de
forma crescente, nos estudos relacionados a carcinogenese. O céancer € uma
doenca genética, em que a célula tumoral, apesar de se originar da célula normal, se
diferencia desta por apresentar mecanismos ineficientes de controle de proliferacao
celular, instabilidade génica e cromossémica, desregulacdo nos mecanismos de
apoptose, além de adquirir a capacidade de invasdo e crescimento em locais
distantes de sua origem (Bast, 2003). Assim, a Imunologia dos Tumores
compreende os fendbmenos relacionados as possiveis interacdes entre os diversos

componentes do sistema imune e do tumor.

As alteracdes génicas ocorridas nas células tumorais poderiam gerar diversos
antigenos, teoricamente capazes de desencadear respostas imunes nos individuos
onde elas ocorrem (revisto por Barbuto, 2004). Se isto é fato, seria de se esperar um
papel significativo do sistema imune na biologia dos tumores. Esta proposicéo é a da
teoria da vigilancia imunoldgica, que, no entanto, ndo foi ainda definitivamente
provada nem refutada.

Por outro lado, € importante notar que tumores estabelecidos apresentam

inlmeros mecanismos de escape frente a resposta imune (Klein, 1976). Tal

fendmeno indica a existéncia de uma presséo seletiva exercida pelo sistema imune
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sobre as células tumorais, fazendo que apenas sobrevivam células capazes de
burlar, de uma ou outra maneira a resposta imune dirigida contra elas (Lattime e
Stutman, 1989).

Uma maneira de dificultar o reconhecimento antigénico das células
neoplasicas pode ser observada, por exemplo, em células do tumor de mama, que
apresentam modificagcbes nos antigenos de superficie e na estrutura do glicocalix
(Kim et al., 1975) além de liberarem enzimas, como colagenase, proteases,
glicosidases e metaloproteinases, modificando a superficie e 0 meio proximo a
célula tumoral (Bast, 2003).

O tumor pode, ainda, utilizar-se da resposta imune a seu favor, pois o
processo inflamatorio ativa células que podem criar um ambiente favoravel a
promocao de células pré-neoplasicas, aléem de liberar fatores de crescimento, induzir
a angiogénese e remodelar da matriz extracelular propiciando o aparecimento de
metastases (Coussens e Werb, 2002). Macrofagos associados ao tumor, embora
possam matar as células tumorais quanto ativados por interferons ou interleucinas
(IL)- 2 e 12, também produzem fatores de crecimento, angiogénicos, linfogénicos,
citocinas e proteases que potencializam a progressao do tumor, bem como podem
produzir IL-10 que impede a resposta antitumoral mediada por células T (Brigati et
al., 2002; Tsung et al., 2002; Schoppmann et al., 2002; Torisu et al., 2000). Em
modelos murinos de carcinoma hepatocelular originado de hepatite colestatica, foi
observado que o fator nuclear kB (NF-kB), um importante fator celular que participa
da inflamacéo, apresenta-se ativado nos hepatdcitos em decorréncia do processo
inflamatorio via liberagdo paracrina de Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a),
causando efeitos anti-apoptoticos que podem estar relacionados aos mecanismos

de progressao de tumores associados a inflamacao cronica (Pikarsky et al., 2004).
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Outro mecanismo descrito € a producdo, no micro-ambiente tumoral, de
citocinas como o Fator de Crescimento e Transformacdo (TGF) beta (Tada et al.,
1991) ou IL-10, IL-4 e IL-5 (Yamamura et al.,, 1993), todas com atividade
imunossupressora conhecida. Na verdade, o micro-ambiente tumoral apresenta uma
série de outras caracteristicas muito interessantes e capazes de afetar
funcionalmente as células ali presentes. Uma destas caracteristicas, extremamente
frequente, e por isso explorada clinicamente para o diagnéstico por imagem da
presenca de lesfes metastaticas, é a alta taxa de metabolismo anaerdbico de
glicose, mesmo em condi¢cdes de boa oxigenacao do tumor (Semenza, 2001). Esta
caracteristica gera um micro-ambiente acido e rico em lactato, que pode contribuir
para a selecao de células tumorais mais invasivas e, portanto, capazes de promover
o desenvolvimento de metastases (Gatenby e Gillies, 2004). Entretanto, este efeito
selecionador sobre as células tumorais pode ndo ser a uUnica consequéncia deste
fendmeno, outros tipos celulares ali presentes podem ser afetados pelo mesmo.

De qualquer forma, embora ndo se possa delinear, com precisdo, o papel da
resposta imune em cada neoplasia, pode-se considerar que as interacdes entre
sistema imune e tumores constituem um fator significativo na historia natural destas
doencas (Sellin, 1979). Assim, atualmente, a “imunoedicdo” define todas estas
alteracdes induzidas pelo sistema imune e que participam da patogénese dos
tumores (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004; Reiman et al., 2007).

Dentre as varias células potencialmente presentes no micro-ambiente tumoral
estdo as células dendriticas (DCs). Estas se encontram amplamente distribuidas nos
tecidos, principalmente na pele e nas mucosas, num estado “imaturo”, em que
apresentam uma grande capacidade endocitica e fagocitica, realizando uma

amostragem continua do micro-ambiente onde se encontram (revisto por
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Banchereau e Steinman, 1998; Banchereau et al., 2000; Mohamadzadeh e Lulftig,
2004). Ao sofrerem determinados estimulos estas DCs imaturas sofrem um processo
de maturacdo, apresentando, entdo, reducdo de sua capacidade endocitica e
fagocitica, aumento na producdo de citocinas inflamatorias e aquisicdo da
capacidade de migracao, principalmente através da expressao de receptores para
guimiocinas, como o CCR7 (Caux et al., 1994; Yanagihara et al., 1998;
Guermonprez et al., 2002). A expressdo deste receptor permite que as DCs que
captaram antigenos dirijam-se aos tecidos linféides, mais especificamente para
areas de células T, onde séo capazes de recrutar outras DCs e linfocitos, atraves da
liberagdo de quimiocinas facilitando as interagbes celulares necessarias para o
desenvolvimento de uma resposta especifica eficiente (Adema et al., 1997; Sozzani
et al.,, 1998; Sallusto et al., 1999; Kato et al., 2000). Além disso, a maturacédo das
DCs também é caracterizada pelo aumento da expressao de moléculas de classe Il
codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC-cl 1l) e de
moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e CD40) em sua superficie, o que as torna
capazes de ativar de forma efetiva linfécitos T em células efetoras ou de memoria
(Caux et al., 1994; Banchereau et al., 2000). Dependendo do tipo e do modo em que
€ ativada, as DCs sao capazes de apresentar antigenos exdégenos tumorais solluveis
para linfocitos T “naive” tanto no contexto de moléculas de MHC-cl | quanto em
moléculas de MHC-cl Il (Nagata et al., 2002; Schnurr et al., 2005). Desta forma,
frente aos tumores, as DCs parecem ter um papel essencial, uma vez que séo
capazes de processar e apresentar peptideos tumorais para os linfécitos T
citotoxicos (CTLs) via moléculas MHC-cl |, possibilitando assim, uma resposta

antitumoral (Albert et al., 1998; Cutler et al., 2001). Novamente, também frente a
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tumores de mama ha relato de funcao semelhante das DCs (Neidhardt-Berard et al.,
2004).

Entretanto, tem sido demonstrado que as DCs tém um papel relevante ndo sé
na inducao de respostas imunes, como descrito acima, mas também na inducao da
tolerancia periférica, sendo esta complementar a tolerancia central, na funcédo de
presenvacdo dos tecidos préprios. As DCs estdo continuamente captando e
processando antigenos, inclusive antigenos proprios, que, no contexto sem
inflamacéao ou infecgéo, isto é, sem “sinais de perigo”, sdo apresentados as células T
nos tecidos linfoides secundarios pelas DCs em um estado imaturo e indutor de
tolerancia. Desta forma, o estado de maturacdo das DCs € determinante para
inducdo de imunogenicidade ou tolerancia (Steinman et al., 2000; Steinman et al.,
2003). Frente a um tumor, a apresentacdo de antigenos tumorais por DCs imaturas
pode induzir a delecdo ou anergia de células T tumor-especificas nos linfonodos,
impedido o desenvolvimento de uma resposta antitumoral eficiente. (Steinman et al.,
2003).

Considerando, assim, o papel fundamental das DCs no estabelecimento da
resposta imune, o de Unicas células apresentadoras de antigenos capazes de
desencadear uma resposta imune primaria (revisto por Banchereau e Steinman,
1998), é razoavel esperar que estas células sejam, também, alvo dos mecanismos
de escape tumoral. Confirmando esta hip6tese, pode-se notar que DCs infiltradas
em diversos tumores, (Ninomiya et al., 1999; Reichert et al., 2001; Dallal et al. 2002;
Tourkova et al., 2004; Baleeiro et al., 2008) inclusive no de mama, apresentam
alteracbes na expressao de marcadores de ativacdo, sendo seu numero e estado
funcional afetados dentro do micro-ambiente tumoral (Coventry et al., 2002;

Coussens e Werb, 2002).
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As alteracdes fenotipicas e funcionais sofridas pelas DCs podem ser
causadas por varios fatores, como por exemplo, as citocinas produzidas no micro-
ambiente tumoral, varias das quais tém efeito deletério sobre a funcdo das DCs
(Vassiliou et al., 2003; Kobie et al., 2003; Park et al., 2005), a produtos especificos
de determinados tipos de céancer (McKallip et al., 1999; Makarenkova et al. 2003;
Peguet-Navarro et al., 2003; Sharma et al., 2003; Monti et al., 2004) ou ainda, a
caracteristicas menos especificas de um ou outro tumor, mas comuns a maioria
destes, como a acidez e o alto contetudo de lactato do micro-ambiente (Gatenby e
Gillies, 2004). Varios fatores de crescimento, incluindo IL10, TGF-B, Fator Estimulate
de Colbnia de Granuldcitos (G-CSF), Fator de Crescimento de Hepatoécitos (HGF) e
Peptidio Intestinal Vasoativo (VIP) modulam a diferenciacdo das DCs favorecendo
sua permanéncia num estado imaturo (Rutella et al., 2006). Recentemente, foi
demonstrado que, o &cido lactico produzido por células de melanoma em cultura é
capaz de modular o fenétipo das DCs, podendo, in vivo, teoricamente contribuir para
0 mecanismo de escape tumoral (Gottfried et al., 2006).

Assim, em condi¢cles estressantes como, variacdo de temperatura, estresse
oxidativo ou exposicdo a drogas anticancer, vias celulares de sobrevivéncia e de
reorganizacdo sdo ativadas, resultando na sintese de proteinas do tipo chaperonas
chamadas de Proteinas de Choque Térmico (HSPs), principalmente a HSP27 e a
HSP70 (Schmitt et al., 2007). Uma vez induzidas, as HSPs influenciam a agregacao,
o transporte e o dobramento de outras proteinas, como filamentos de actina do
citoesqueleto, além de modular os mecanismos de apoptose resultando em
estabilizacdo celular frente ao dano causado pelo fator estressante (Schmitt et al.,
2007; Kostengo e Moens, 2009). Ha4 dados que indicam que o aumento de

expressdo desta chaperona se deve a ativacdo da via de sinalizacdo da Proteina
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Quinase Ativada por Mitégenos (MAPK) p38, que conduz a fosforilagcdo e a ativacéo
de diferentes fatores necessarios para a realizacdo da resposta celular ao estresse
(Waskiewicz e Cooper, 1995; Beyaert et al., 1996).

As MAPKs sao proteinas associadas a receptores celulares e sdo ativadas
em resposta a estresse quimico ou fisico, induzindo vias de sinalizagédo que regulam
varias funcdes celulares como divisdo, diferenciagdo, migragcdo e apoptose (Chang,
2001). A p38MAPK é uma MAPK de 38kDa que apresenta no seu sitio de
fosforilagdo um motivo conservado “TXY”, onde T é a treonina, X é a Glicinae Y é a
tirosina, podendo ser ativada por fatores estressantes e estimulos pro-inflamatorios
(Freshney et al., 1994; Dong et al., 2002). Um piridinil imidazol, SB203580, pode ser
usado como um inibidor especifico para o estudo do papel fisiologico esta via de
sinalizacdo (Cuenda et al.,1995)

Na injaria nervosa, a HSP 25, um homoélogo em camundongos da HSP27
humana, tem um papel central na regeneracédo e prevencdo da morte do nervo, e
sua inducdo também requer a via da p38MAPK (Murashov et al., 2001).
Experimentos desenvolvidos em modelos animais tém demonstrado que a HSP27 e
a HSP70 aumentam o potencial tumorigénico em células neoplasicas (Schmitt et al.,
2007). Em mondcitos foi descrito que a HSP27 blogueia sua capacidade de
diferenciacdo em DCs ou macréfagos e induz a sintese de IL-10 (De et al., 2000;
Laudanski et al., 2007).

Assim, as DCs parecem ser um alvo relevante para os mecanismos de
escape tumoral e, portanto, estratégias que conseguissem reverter estes defeitos
funcionais das DCs seriam potencialmente eficazes na inducao de respostas imunes
antitumorais. Todavia, estas estratégias esbarravam, até ha pouco tempo, com a

dificuldade de obtencao de DCs, devido a processos de purificagao trabalhosos e de
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baixo rendimento (Steinman, 1981), que impediam o uso clinico destas células. Na
ultima década, porém, apds a descricdo da possibilidade de diferenciacdo in vitro
deste tipo celular a partir de mondcitos do sangue periférico  (Sallusto e
Lanzavecchia, 1994), inumeros protocolos tém sido desenvolvidos, procurando
explorar as DCs na imunoterapia do cancer (Fukao 2002; Gabrilovich 2002; Schuler
et al., 2003; Barbuto et al., 2004; Nagaraj et al., 2004; O'Neill et al., 2004; Nencioni e
Brossart 2004; Banchereau e Palucka 2005; Morse et al., 2005).

Todavia, é importante notar que as alteracdes funcionais ndo se restringem
apenas as DCs presentes no micro-ambiente tumoral, mas também se manifestam
sobre monadcitos dos pacientes quando se tenta induzir sua diferenciacéo in vitro,
como nosso laboratério demonstrou em portadores de diferentes neoplasias
metastaticas (Neves et al., 2005) ou em pacientes com cancer de mama (Gervais et
al., 2005). Embora estratégias alternativas, que buscam contornar estas alteracoes,
venham sendo exploradas (Barbuto et al.,, 2004; Trefzer et al., 2005), o
conhecimento dos mecanismos responsaveis por estas alteracbes torna-se
fundamental para que se atinjam os resultados desejados no tratamento do cancer
com DCs.

Por outro lado, a resposta imune ndo depende apenas de fatores intrinsecos
ao sistema imune, ou dependentes da presenca do tumor no organismo, mas
também de varios outros, fisiologicos ou ndo. Um deles que parece ter um papel
relevante, € o sexo do individuo. Ja foi demonstrado em experimentos com animais
e em humanos que a resposta imune é diferente entre machos e fémeas (Ansar
Ahmed et al., 1985). Mulheres, em geral, apresentam respostas imunes, celular e
humoral, mais intensas, S0 mais resistentes a certas infec¢cdes e sofrem mais com

doencas autoimunes que os homens (revisado por Ansar Ahmed et al., 1985;
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Bouman et al., 2005). Tais diferencas tém sido relacionadas aos hormdnios sexuais
femininos, principalmente aos estrégenos, que constituem uma familia de horménios
derivados do colesterol. O 17pB-estradiol (E2) é o estrégeno primario de origem
ovariana, com maior atividade bioldgica, que pode ser convertido reversivelmente
em estrona (E1) no préprio ovario, no figado ou em outros tecidos. Ambos, E1 e E2,
podem ainda ser convertidos, de maneira irreversivel, em estriol (E3), forma com
menor atividade hormonal e excretada na urina (Tamaoki, 1973; Kulig, 1994)). No
metabolismo normal de estrégenos, a 17B-hidroxiesteréide-desidrogenase (17f-
HSD), com seus diferentes tipos, parece ser a enzima responsavel pela modulacao
dos niveis séricos de E1 e E2, desta forma controlando sua atividade biologica
(Cheng e Zhou, 2000; Mindnich e Adamski, 2007).

Os estrogenos, principalmente o E2, provocam a maturacdo das células
germinativas, estabelecem a “sincronizagdo hormonal” para a ovulagéo,
estabelecem condi¢cdes necessarias para manutencdo da gestacao, influenciam no
parto, na amamentacéo, e com o avancar da idade e a perda de foliculos, sua menor
producéo ocasiona a menopausa (Miller, 1988).

Alguns tipos da 17p-HSD (tipos 1, 3, 5 e 7) catalisam a reacdo de redugéo do
horménio, convertendo E1 em E2 (mais bioativo) e, por sua vez, os tipos 2, 4 e 8
catalisam a reacdo oxidativa de E2 para E1 (Andersson e Moghrabi, 1997; Sasano
et al., 2000). Desequilibrios da atividade destes tipos da 17p3-HSD poderiam resultar
no aumento significante de uma forma do hormdénio em relacdo a outra causando,
desta forma, importantes efeitos biologicos. Assim, € interessante notar que em
tumores de mama hormdnio-dependentes foi detectada maior expressdo da 17-
HSD tipo 1 (Suzuki et al., 2000), o que, causando um aumento da producéo de E2

no ambiente tumoral, provavelmente contribui para o crescimento do tumor. Também
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em outras situacdes este desequilibrio pode ocorrer como demonstrado em cancer
de colon, onde este mesmo predominio, mais uma vez levando ao aumento relativo
de E2 em relacdo a E1, parece contribuir para a patogénese da doenca (English et
al., 1999).

De qualquer modo, os tumores de mama mesmo j& estabelecidos,
apresentam, muito freqientemente, uma dependéncia importante de estimulos
hormonais (Vokaer, 1975; Doisneau-Sixou et al., 2003). Esta condicdo permite que
se utilizem, em seu tratamento, antagonistas e inibidores hormonais com bons
resultados clinicos (Fabian, 2001; Bentrem e Craig Jordan, 2002; Yue et al., 2005).
Entre estes moduladores, um de uso amplo no tratamento de pacientes com cancer
de mama é o tamoxifeno. Esta droga quimicamente definida como (Z)-2-[4-(1,2-
difenilbut-1-enil)fenoxi]-N,N-dimetil-etanamina, foi desenvolvida a partir de estudos
sobre a acdo enddcrina do trifeniletanol. Em meados de 1970, o tamoxifeno passou
a ser usado no tratamento de cancer de mama devido sua capacidade de bloquear
0s receptores de estrogenos no tecido mamario (Jordan, 2006; Powles e
Hickish,1995; White, 1999).

No entanto, tanto o0s estrogenos quanto seus moduladores, como o
tamoxifeno, atuam, também, sobre o sistema imune. Especificamente em DCs ja foi
demonstrada a presenca de receptores para estrogeno, capazes de modular sua
diferenciacdo, seu numero e sua capacidade funcional (Polanczyk et al., 2004;
Paharkova-Vatchkova et al., 2004). Dependendo da condicdo estudada, esta
modulacdo poderia favorecer a diferenciacdo das DCs (Paharkova-Vatchkova et al.,
2004) ou inibir determinadas func¢des destas células (Polanczyk et al., 2004). Em
concordancia com tal fato, também inibidores de estrogenos afetam a diferenciagéo

de DCs, ao menos in vitro, de maneira geral inibindo este processo (Komi e Lassila,
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2000). Aparentemente em desacordo com estes dados, mas confirmando a
heterogeneidade dos efeitos de estrogenos sobre as DCs, Lang (2004) revé o efeito
dos estrogenos sobre as DCs, sugerindo que sob o efeito destes hormonios, estas
células se tornam estimuladoras preferenciais de linfocitos T do padréo Th2.

Assim, é possivel enumerar varios fatores capazes de afetar a funcdo de DCs
em pacientes com cancer: pH e citocinas produzidas no micro-ambiente, produtos
das células tumorais, hormdnios produzidos localmente ou a distancia e
metabolizados localmente, drogas usadas no tratamento dos pacientes, e assim por
diante. No presente trabalho, portanto, pretendemos aprofundar a analise dos efeitos
de alguns fatores que participam da composi¢cdo do microambiente tumoral, como a
precenca das células tumorais e seu fatores soluveis, moduladores de estrogenos
(drogas de uso praticamente obrigatério em boa parcela das pacientes com tal
neoplasia) e do pH acido causado pela alta concentracdo de lactato no meio
(condicdo comum a maioria das neoplasias) sobre as DCs, tanto de individuos

sadios quanto de pacientes portadoras de carcinoma de mama ductal invasivo.
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2.1 Geral

Avaliar alguns aspectos presentes no microambiente tumoral, como a
interacdo entre modulador de receptor de estrogenos (tamoxifeno), de lactato e do
inibidor da p38MAPKsobre a diferenciacdo e maturagédo de DCs derivadas in vitro a
partir de mondcitos do sangue periférico de voluntarias saudaveis e de pacientes
portadoras de carcinoma ductal invasivo. Também estes mesmos efeitos serdo
avaliados em co-cultura das DCs com células de duas linhagens de carcinoma
mamario humano, uma dependente (MCF-7) e outra independente de estrégeno

(SK-BR-3).

2.2 Especificos

- Avaliar, nas diferentes condi¢cdes, a expressdo dos marcadores de
membrana CD1la, CD11c, CD14, CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7 e
HLA-DR nas DCs diferenciadas in vitro.

- Investigar a capacidade das DCs, obtidas nas diferentes condicdes,
de induzir proliferacdo de linfécitos alogenéicos e o padrdo de
citocinas produzido nas diferentes culturas.

- Investigar a expressdo da HSP27 nas DCs obtidas nas diferentes
condicdes.

- Determinar, por citometria de fluxo, a presenca de DCs infiltradas no
tumor.

- Avaliar por imunohistoquimica, o fenétipo de DCs infiltradas no tecido
tumoral de pacientes e correlacionar o fenétipo das DCs com

aspectos anatomopatologicos do tumor da paciente.



37

3. MATERIAL E METODOS



Materail e métodos

38

3.1 Casuistica

Foram selecionadas para o estudo vinte pacientes do sexo feminino, com
idade entre 34 e 83 anos, que apresentaram diagnéstico de carcinoma ductal
invasivo de mama, ainda ndo tratado, e candidatas a mastectomia radical
modificada. Diagnéstico de carcinoma lobular e/ou tratamento quimioterapico prévio
a cirurgia foram considerados como critérios de exclusdo. Outro grupo que participou
do estudo foi formado por seis pacientes atendidas no ambulatério, diagnosticadas
com carcinoma ductal que ja haviam feito a cirurgia de retirada do tumor, e que

vinham fazendo uso de tamoxifeno por, no minimo, seis meses.

Todas as pacientes foram informadas sobre o estudo proposto e apds a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido foram incluidas no estudo,
aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciencias
Biomédicas-USP (Parecer 695/CEP) e na Direcdo de Ensino do Hospital Pérola

Byington (nimero 107/06).

Para o grupo controle, desoito voluntarias saudaveis (com 32 a 50 anos de
idade) foram recrutadas para o estudo, também, apds assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido.

Nos trés grupos de estudo foram feitas as coletas do sangue periférico para a
realizacdo da cultura de diferenciacdo de DCs a partir de células mononucleares
(PBMCs). A coleta do fragmento de tumor e a andlise de imunoistoquimica foi
realizado apenas no grupo de pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo,

submetidas a mastectomia.
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As caracteristicas clinicas e anatomopatologicas dos tumores das pacientes
com carcinoma ductal que participaram deste estudo estdo expostas na tabela 1 e

das pacientes ambulatoriais tratadas com tamoxifeno, sem tumor, na tabela 2.

Tabela 1- Estadiamento clinico e determinacdo anatomopatolégica dos
marcadores tumorais nas pacientes com carcinoma ductal invasivo antes da

mastectomia.

Paciente Idade Classificacdo TNM Marcadores de prognéstico
ER PR c-erb-B2
01 64 T1NO + + -
02 54 Tis ID ID ID
03 55 Tis + - -
04 81 T2 NO + - e
05 81 T2 N1 - - -
06 48 T3 N1 - - -
07 47 T4d N2 - - +++
08 34 T2 N1 - - +++
09 81 T2 NO + + -
10 50 T4b N1 - - -
11 72 T2 NO + - -
12 71 T2 NO + - -
13 34 T2 NO + - +++
14 52 X ID ID ID
15 83 T2 NO + + -
16 69 T1N1 + + -
17 57 TI NO + + -
18 48 X + + -
19 62 TO + - -
20 41 T2 NO ID ID ID

Classificagdo  TNM: Classificacdo conforme o tamanho do tumor (T),
comprometimento nodal (N) e metastases (M). Os marcadores tumorais usados foram o
receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) e c-erb-B2. Resultados
indeterminados foram indicados com a sigla ID.
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Tabela 2- Estadiamento clinico e determinacdo anatomopatoldgica dos
marcadores tumorais das pacientes em tratamento ambulatorial com

Tamoxifeno.

Paciente Idade Classificagdo TNM Marcadores de prognéstico
ER PR c-erb-B2
01 47 T2 NO + + -
02 57 T2 NO + - -
03 71 T1 NO + - -
04 50 TO ID ID ID
05 34 T3 N1 + + -
06 65 T3 NO + + -

Classificagdo = TNM: Classificacdo conforme o tamanho do  tumor (T),
comprometimento nodal (N) e metastases (M). Os marcadores tumorais usados foram o
receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) e c-erb-B2. Resultados
indeterminados foram indicados com a sigla ID.

3.2 Coleta do tumor

As pacientes encaminhadas para a cirurgia de mastectomia radical
modificada tiveram a peca anatomopatolégica removida e levada para o laboratério
de patologia do Hospital Pérola Byington onde foi realizada a coleta de material.
Para imunohistoquimica, a coleta seguiu o protocolo de procedimentos do setor de
patologia do préprio hospital, e para citometria de fluxo, uma amostra de tumor foi
colocada em meio RPMI-1640 (Gibco BRL) e encaminhada para o laboratério de
Imunologia de Tumores (ICB-USP) para realizacdo da digestdo por colagenase e

analise por citometria de fluxo.

3.3 Imunohistoquimica

A analise de imunohistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo de
rotina do setor de Anatomia Patologica do Hospital Pérola Byington, onde, os cortes
histolégicos foram obtidos de fragmentos do tumor retirados dos pacientes

emblocados com parafina onde foram feitos corte de 3 um de espessura por meio de
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micrétomo. Os cortes foram colocados em laminas de vidro preparadas com
organossilado para analise histoquimica. Na analise imunohistoquimica, os cortes
obtidos foram colocados em laminas de vidro e preparadas com adesivo a base de
3-aminopropil-trietoxi-silano  (Sigma Chemical Co, St Louis, MO USA).
Posteriormente os cortes ficaram incubados por 24 horas em estufa a 55°C e
sofreram trés banhos de xilol a 60 °C, 55 °C e a temperatura ambiente, durante 60,
30 e 20 minutos, respectivamente, para remocado da parafina. A hidratacdo foi
realizada com concentracbes decrescentes de etanol, seguidos por lavagens em
agua corrente. O bloqueio da peroxidase tecidual enddgena foi feita por meio de
imersdo dos cortes, por quatro minutos, em tampao de citrato sob aquecimento,
seguido de um resfriamento por vinte minutos. Novamente os cortes passaram por
outra sequéncia de trés banhos em agua corrente por cinco minutos, trés banhos em
agua destilada por cinco minutos, quatro banhos com peroxido de hidrogénio em
camara escura, trés banhos em agua corrente por cinco minutos, trés banhos em
agua destilada por cinco minutos e trés banhos em solucéo salina tamponada com
fosfato pH=7,2 (PBS) por cinco minutos. Os cortes foram bloqueados com Protein
Block (Dako) por dez minutos. Em seguida, a expressdo dos marcadores CD68
(marcador de macrofagos), CD14 (marcador de mondcitos e macrofagos), proteina
S-100 (marcadora de DCs) e CDla (marcadora de subpopulacdo de DCs) foram
avaliados com auxilio da streptoavidina-biotina-imunoperoxidase. Os cortes foram
submetidos a incubacado “overnight” com os anticorpos primarios, CD68 (Dako,
monoclonal # PG-M1) CD14 (Dako, monoclonal # UCH-M1), proteina S-100 (Dako,
policlonal) e CD1la (Santa Cruz, monoclonal # CTB6), nas diluicbes 1/1000, 1/150,
1/3000 e 1/500 em PBS com 1% de albumina sérica bovina, respectivamente. Os

cortes passaram por dois banhos em PBS por cinco minutos. Os cortes foram
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incubados com um polimero de deteccdo Machl Mouse Probe (Biocare Medicine)
em camara escura, por trinta minutos. Apdés duas lavagens em PBS, por cinco
minutos, os cortes foram incubados, em camara escura, com anticorpo secundario
de cabra anti-espécie biotinilado, em solucéo pronta para uso (LSAB) (Dako, CA,
USA) por trinta minutos e lavados duas vezes com tampao PBS por 5 minutos.
Posteriormente foi aplicado o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase em
solucdo pronta para uso (Dako, CA, USA), durante 30 minutos em camara umida a
37 °C. Para a revelagao foi usada a solugéo de diaminobenzidina (Sigma) em PBS
(12,5 mg de diaminobenzidina para cada 12,5 mL de PBS) por cinco minutos em
estufa a 37 °C. A analise das laminas foi feita por microscopia 6ptica em aumento de
200x. Nas amostras de 10 pacientes, as células marcadas foram quantificadas
através da frequéncia determinada pelo coeficiente do nimero de células marcadas
x 100/ numero total de nucleos por campo, tomando-se a media de 10

campos/paciente, utilizando o programa ImageJ.

3.4 Processamento do tumor por colagenase

As amostras de tumor fresco foram pesadas em placa de Petri,
posteriormente, foram cortadas em pequenos fragmentos com auxilio de bisturi. Os
fragmentos foram colocados em vidros estéreis com tampa e adicionados 5 mL de
meio RPMI 1640 por grama de tecido e colagense (Tipo VIII/ 0.056 mg/mL) na
proporcdo de 500 uL de enzima para cada 9,5 mL de meio. A suspenséo foi levada
para o banho-maria a 37 °C por 2 horas. Apds a completa digestdo do tumor, a
suspensao foi filtrada com o auxilio de uma seringa (sem o émbolo) com gaze estéril

embebida em RPMI 1640. As células foram contadas em uma camara de Neubauer,
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destas, 2 x 10° células tumorais foram centrifugadas e o pellet ressuspenso para a

analise fenotipica segundo o item 3.7.

3.5 Obtencao das amostras de sangue periférico

A coleta do sangue periférico (tanto das pacientes quanto das voluntarias) foi feita
por puncdo venosa, obtendo-se um volume final médio de 25 mL de sangue, através
da utilizacdo de tubos a vacuo contendo etilenodiaminotetracético (EDTA) como

anticoagulante (BD Vacutainer Systems).

3.6 Isolamento de mondécitos e diferenciacdo em DCs

As PBMCs foram obtidas colocando-se o sangue coletado das pacientes
diluido com PBS (1:2) em tubos plasticos cénicos de 50 mL, aos quais foram
acrescentados, no fundo do tubo, 12 mL de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences).
O material foi centrifugado a 607g por 30 minutos, a 18 °C. A camada de células
mononucleares formada foi retirada, colocada em outro tubo juntamente com HBSS
(Hanks Balanced Salt Solution) e centrifugada a 290 g por 10 min. As células foram
lavadas por mais duas vezes a 244 g e 200 g, respectivamente, para eliminacao das
plaquetas. O “pellet’ foi coletado, as PBMCs foram quantificadas, ressuspendidas
em meio AIM-V (Gibco BRL, meio de cultura livre de soro). Uma amostra de 2x10°
das PBMCs foi separada para analise fenotipica, como descrito no item 3.7 e o
restante das células foi mantido em cultura, na concentracdo de 2x10%mL. As
células foram mantidas em estufa de CO, “overnight” a 37 °C, para aderéncia em
placas de plastico.

Apébs esse periodo, as células ndo-aderentes foram separadas e congeladas

em nitrogénio liquido na concentracdo de 1x10’ células/mL em soro fetal bovino
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(SFB) com 10% de Dimetilsuféxido (DMSO) e as aderentes cultivadas por 7 dias em
meio AIM-V acrescido de 50 ng/mL de IL-4 e 50 ng/mL de GM-CSF. No quinto dia,
as células foram estimuladas para maturacao com 50 ng/mL de TNF-a por mais dois
dias.

ApoOs o periodo de cultura, as placas foram submetidas a um banho de gelo
por 5 minutos, para facilitar a retirada e coleta das células fracamente aderentes.
Estas foram lavadas e sua viabilidade testada por sua capacidade de excluir o Azul
de Trypan (0,4 %).

As diferentes condi¢cOes foram aplicadas sobre este protocolo basico. Assim,
tamoxifeno 10 mM (Sigma) foram acrescentados no dia zero da cultura, bem como
solucdo de lactato 15 mM. Esta concentracdo foi estabelecida apds ensaios com
uma curva de pH, onde nesta concentracdo o pH foi de 6,9, ndo havendo reducéo
significativa no rendimento (Figura 1). O tratamento com SB203580 10 uM, inibidor
da via p38MAPK, foi realizado sobre as células aderentes no dia zero por trinta
minutos, apos esse periodo o poco foi lavado delicadamente duas vezes com meio
RPMI e adicionado as células em cultura o meio AIM-V ou AIM-V acidificado com
lactato 15 mM. A co-cultura com as linhagens MCF-7 e SK-BR-3 foi feita no quinto
dia da cultura na proporcdo de uma célula tumoral para 30 células aderentes
submetidas a diferenciacdo. Foram feitos dois ensaios, um utilizando células
tumorais viaveis mantidas em cultura com as DCs através de placas de cultura tipo
trans-well ou utilizando-se células tumorais irradiadas (12,5 Gy) acrescentadas
diretamente a cultura de DCs em placa de cultura comum. Em todas as situacoes,

células nao-estimuladas foram usadas como controle.
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Figura 1- Efeito de acidificacdo do meio na diferencia ¢édo das DCs. (A) Frequéncia de células
recuperadas na cultura em pH normal, pH6,9 e pH6,3. (B)Frequéncia de células positvas
para HLA-DR, CD11c, CD86 e CD80 em DCs derivadas de PBMCs.Analise feita pelo teste
ANOVA e pos-teste de Bonferroni. * = p<0,05
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O rendimento da cultura foi calculado através da frequéncia de DCs obtidas
no final da cultura em relagdo do numero total de PBMCs plaqueadas (nimero de
DCs x 100 / numero total de PBMCs plagueadas) ou do numero total de PBMCs
CD14+ (numero de DCs x 100 / numero total de PBMCs CD14+) ou do namero de
células aderidas (nimero de DCs x 100 / nimero de células aderidas).

3.7 Estudo fenotipico por citometria de fluxo

Para determinacédo do fen6tipo de membrana, as células foram marcadas com
anticorpos monoclonais comerciais (CALTAG Lab) contra os seguintes marcadores:
CD11c (marcador de DCs mieldides), CD80 (B7-1, molécula co-estimuladora), CD83
(marcador de DCs ativadas/maduras), CD86 (B7-2, molécula co-estimuladora),
CDla (marcador de DCs derivadas de mondcitos in vitro), CD14 (marcador de
mondcitos e macrofagos, ausente em DCs), HLA-DR (MHC classe II), HLA-ABC
(MHC classe 1), CCR7 (receptor para quimiocinas, expresso por DCs
ativadas/maduras — R & D Systems).

Ap6s contagem, aliquotas de 5x10° células foram colocadas em tubos
plasticos (Eppendorf) de 1,5mL e centrifugadas por 5 min, a 290 g e 4 °C para
obtencao de um “pellet”, ao qual foram adicionados anticorpos especificos para os
marcadores de interesse. As células foram incubadas por 20 min a 4 °C ao abrigo da
luz. ApGs este periodo, o material foi lavado por 2 vezes (5 min, 290g, 4 °C) com 500
uL de tampdo para citometria (PBS suplementado com 0,5% de soroalbumina
bovina e 0,02% de azida sodica). Apés as lavagens, as células, ja marcadas, foram
ressuspendidas em 500 uL de tampé&o para citometria e analisadas no citdbmetro de
fluxo (FACSCalibur). Os dados obtidos foram analisados usando-se o “software”

FlowJo.
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3.8 Identificagao do “gate” para analise das DCs

As células mononucleares obtidas do sangue periférico (PBMCs) de
voluntarias saudaveis e de pacientes com carcinoma mamario foram submetidas a
cultura suplementada com IL-4, GM-CSF e TNF-a, por sete dias, para a sua
diferenciacdo em DCs maduras. Para verificar se a diferenciagdo foi efetiva, as
células obtidas no final da cultura foram avaliadas com base na expressao de alguns
marcadores de membrana. Para isso foi utilizado um conjunto de marcadores de
linhagens especificas (CD3 - marcador de linfécitos T e timdcitos; CD14 - presente
em monaocitos e macrofagos; CD56 - expresso em células “natural killer”) e os
marcadores, Antigeno Leucocitario Humano DR (HLA-DR) e CD11lc. Com este
conjunto, caracterizaram-se as DCs como células “Linhagens”- (Lin-) e HLA-

DR+CD11c+.

A andlise por citometria de fluxo das células recuperadas ao término da
cultura mostrou razoavel heterogeneidade morfologica das células, mas com uma
populacdo com tamanho e granulosidade tipicos de DCs (Figura 2A). Estas células
foram analisadas quando a expressdo dos marcadores de linhagens especificas e
as células Lin- (Figura 2B) foram selecionadas e, entdo, analisadas quanto a
expressdo de HLA-DR e CD11c (Figura 2C). Como se pode notar na figura 1D, as
células HLA-DR+CD11c+Lin- apresentavam as caracteristicas de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) tipicamente atribuidas as DCs. Devido a esta sobreposicao de
parametros “morfolégicos” (tamanho e granulosidade) e padrao de expressdo do
conjunto de marcadores tipicos, ao longo deste estudo demos preferéncia aos

parametros “morfoldgicos” para selecao das populacdes a serem estudadas.
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Figura 2- Gréficos representativos das células obtidas na cultura de diferenciagcdo de células
PBMCs em DCs. (A) Populacéo celular analisadas por citomeria de fluxo selecionada uma
populacdo grande e granulosa. (B) Esta populacdo ndo expressava CD3, CD14,CD56 ou
Lineage negative (Ln). (C) A populacdo Ln foi selecionada e analisada a expressédo de
HLA-DR" e CD11c".

3.9 Separacao de Linfocitos T (Saxon et al., 1976)

Linfécitos T alogenéicos foram usados como células respondedoras em
culturas mistas e foram separados por sua capacidade de formar rosetas com
hemacias de carneiro. As hemacias de carneiro foram colocadas em um tubo
plastico estéril de 50 mL e centrifugadas a 290 g durante 10 minutos a 20 °C, e a
seguir lavados 2 vezes, com mesma centrifugacdo, em tampdo PBS. Estas
heméacias foram tratadas com AET (2-aminoethylisothiouronium bromide
hydrobromide; Sigma) para mudar a carga elétrica da superficie das heméacias,
possibilitando uma maior interacdo eletrostatica com linfécitos T e a formacédo de
rosetas estaveis. Para tanto, foram diluidos 0,5 g de AET em 12,5 mL de agua
bidestilada e deionizada, com ajuste final do pH para 9,0 utilizando-se NaOH 1,0 N.
Apo6s passagem em filtro de 0,22 um (Millipore), 8 mL de solugdo de AET foram
acrescentados a cada 2 mL de “papa” de hemacias de carneiro e mantidos durante

20 a 40 minutos a 37 °C.
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A seguir, as hemacias foram lavadas com tampao PBS, pH 7,2 (centrifugacéo
a 435 g por 10 minutos), até obtencdo de sobrenadante claro e ressuspensas até se
obter uma suspensao a 4% em meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% (R-
10).

Uma suspensdo de linfécitos em concentracdo méxima de 1x10’ células/mL
foi preparada, misturada com soro fetal bovino e hemacias de carneiro pré-tratadas
com AET (preparagéo AET-SRBC) como descrito anteriormente, numa proporc¢ao de
2:1:2, centrifugada a 193 g, por 5 minutos a 4°C e incubada em gelo por 1 hora.
ApOs a incubagdo, as células foram novamente ressuspensas e 0 numero de rosetas
contado. A suspenséo foi submetida a centrifugagéo sobre Ficoll-paque (2100 rpm, 4
°C, 35 minutos).

Apos a centrifugacgao, os linfécitos T ficaram no “pellet’, no fundo do tubo,
formando rosetas com as heméacias de carneiro modificadas. Os linfocitos T foram
recuperados com tampao de lise de hemacias e lavados em meio de cultura R-10,
com centrifugacdo a 314 g, durante 10 minutos a 20 °C. Os linfécitos T foram
ressuspensos em meio R-10, quantificados em camara de Neubauer, e sua

concentracao ajustada.

3.10 Avaliacédo da atividade aloestimuladora das DCs

Para avaliar a capacidade aloestimuladora das células geradas, diferentes
concentragfes de DCs irradiadas (12,5 Gy) foram co-cultivadas com linfocitos T
alogenéicos (1 x 10° células/mL) em um volume final de 100 pL/poco em placas de
cultura de 96 pocgos. As células foram mantidas por 5 dias em estufa com atmosfera
contendo 5 % de CO; e saturada de agua, a 37 °C, guando a resposta linfocitaria foi

avaliada.
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Para avaliacdo da proliferacdo celular, os linfécitos T foram incubados em
tampéo PBS-BSA 0,1%, contendo 5 uM de CFSE (Lyons, 2000). A incubacéo foi
feita a 37 °C, no escuro, por 20 min. Apds este periodo, as células foram lavadas 2
vezes em meio RPMI, suplementado com 3 % de soro bovino fetal. Os linfdcitos
foram, entdo, co-cultivados com DCs e avaliados por citometria de fluxo. Os valores
foram analisados pelo “software” FlowJo e comparados a partir do indice de
proliferacao calculado pelo coeficiente da Intensidade de Fluorescencia (MFI) do
CFSE do linfécito isolado pelo MFI do CFSE de linfocitos mantidos em co-cultura

com DCs.

3.11 Deteccéo da producéao de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para deteccdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas foram utilizados
os kits DuoSets para citocinas (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Neste
método, placas de 96 pocos Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 50uL/poco
do anticorpo (Ac) de captura, diluido em tampéo de carbonato (0,1 M Carbonato de
sédio, pH 9,5) e mantido a 4 °C “overnight”. Apds 3 lavagens com 200 ulL/poco de
tampédo de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,2), as placas foram
bloqueadas com 200 uL/pogo de tampéao de bloqueio (PBS contendo 10% SFB) por
1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, ap6s 3 lavagens, as amostras e a
curva-padréo foram incubadas por um periodo de 2 horas em temperatura ambiente.
As amostras para dosagem foram diluidas 1:2 em tampao de bloqueio. Para a curva-
padrdo, as citocinas recombinantes foram incubadas em duplicatas de 45 uL por
poco das diluicdes seriadas (fator 2 de diluicdo), conforme recomendacgbes do

fabricante. O periodo de incubagédo das amostras e da curva padréo foi de 2 horas a
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temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens, foram adicionados 50 ulL/poco do
anticorpo de deteccao (175 ng/mL diluido em tamp&o de diluicdo) e seguiu-se nova
incubacdo por 2h a temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada 3 vezes e
50 ulL/pogo de estreptoavidina diluida em tampé&o de diluicdo foram adicionados e
havendo nova incubacéo por 1 hora, no escuro, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo e 7 novas lavagens, 50 uL/poco de substrato (H,O, e tetrametilbenzidina, R
& D System) foram adicionados, com incubacdo de 30 min, no escuro, em
temperatura ambiente. Por fim, 50 uL/poco de H,SO,4 (2N) foram adicionados para
interromper a reacdo e a densidade Optica foi determinada em espectrofotdmetro
com filtro de 450 nm. O calculo das concentragdes foi feito com auxilio do “software”
Softmax Pro, através da equacéao de regressao linear com base na curva padrao e a

analise de dados foi executada com auxilio do “software” Prisma.

3.12 Extracdo de RNA

Os experimentos descritos neste e no proximo item foram realizados
seguindo os protocolos utilizados pelo laboratério de genética do Departamento de
Radiologia-FMUSP. Apds a mastectomia das pacientes, as amostras de tumor
coletadas foram congeladas em nitrogénio liquido para posterior extracdo de RNA.
Os tecidos congelados foram pulverizados utilizando um pulverizador de tecido
congelado (Termovac). A extracdo do RNA do tumor foi feita de acordo com o
método descrito por Chomczynski e Sacchi (1987). O kit lllustra RNAspin min
isolation (GE healthcare, Piscataway, USA) foi utilizado para extracdo de RNA de
DCs. As amostras de DCs obtidas no sétimo dia foram removidas da placa de

cultura e colocadas em um tubo de 1,5 mL. Em seguida, foi feito um “spin” e o
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sobrenadante foi removido. Ao precipitado foi adicionado o tampao de lise, de

acordo com os procedimentos de extracdo descritos pelo fabricante.

A concentracdo de RNA total extraido foi determinada por leitura
espectrofotométrica a 260/280 nm no geneQuant pro (Amersham Biosciences,
Cambridge, Inglaterra) e a qualidade do RNA foi avaliada através da eletroforese em
gel de agarose 1% com formadeido marcada com brometo de etidio 1,0 mg/ml.
Todas as amostras de RNA foram tratadas com Dnase | (Promega, Madison, EUA)
por uma hora a 37 °C, para eliminacéo de acido desoxirribonucléico (DNA) genémico

contaminante.

3.13 Sintese de cDNA e PCR quantitativa em tempo real (QPCR)
O cDNA foi gerado a partir de 10ug de RNA total tratado com DNAse RNAse-
free 1U/ul (Promega) utilizando o kit High Capacity cDNA Archive (Applied

Biosystems, Warriton, UK) conforme orientacéo do fabricante.

A gPCR foi feita usando 1 pL de cDNA, diluido 1:5, em duplicata do gene
controle GADPH e do gene de interesse (HSP27). As amplificagdes (40 ciclos) foram
realizadas no equipamento GeneAmp 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) através do Power SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Warriton, UK). Para as amostras de tumor de mama foram usados o0s
primers: GAPDH, forward primer 5-CCTCCAAAAT CAAGTGGGGCG-3' e reverse
primer 5-GGGGCAGAGATGATGACCCTT-3' e HSP27, forwad primer 5'-
AGATGTAGCCATGCTCGTCCT-3’ e reverse primer 5'-
GTCCCTGGATGTCAACCACT-3. A expressao relativa do gene foi determinada

usando a expressdo do GADPH como gene de referéncia e um “pool” obtido de 10
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amostras de tecido normal de mama como controle. Para as amostras de DCs, 0s
primers usados foram: g-actina, forwad primer 5-TGC CCTGGCACCCAGCACAA-3’
e reverse primer 5-GGGCCGGACTCGTCA TACTC-3’ e HSP27, com a sequencia
do primer descrito acima. A expressao relativa do gene foi determinada usando a
expressdo do p-actina como gene de referéncia e as amostras de cultura de DCs

sem tratamento como controle.

A expressdo relativa foi calculada pela formula 2227 (CT = valor limiar de
fluorescencia; ACT=CT do gene alvo - CT do gene de referéncia; AACT = ACT do

gene alvo nas amostras - ACT do gene alvo nos controles).

3.14 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism
versao para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). As amostras
gue apresentaram uma distribuicdo normal (Gaussiana) o0s resultados foram
expressos pela média dos valores maios ou menos a média do erro padrdo. As
comparacdes entre as frequéncias dos marcadores celulares antes e depois da
cultura de diferenciacdo, do mesmo individuo, foram feitas pelo teste t pareado. O
teste t ndo-pareado foi utilizado nas analises comparativas entre voluntarias e
pacientes, bem como na anailse da frequéncia dos marcadores de DCs em tecido
tumoral. Nas analises de comparacao entre trés grupos ou tratamentos diferentes foi
utilizado o teste de variancia ANOVA com pés teste de Bonferroni. Os resultados

foram considerados como estatisticamente diferentes quando o valor de p<0,05.
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4.1 Anélise de DCs infiltradas no tumor

As células obtidas das amostras de tumor digeridas com colagenase foram
usadas para analise fenotipica utilizando os mesmos marcadores de membrana
aplicados para a caracterizacdo de DCs, com 0 objetivo de pesquisar a presenca
destas células infiltradas no tumor. Os resultados mostraram uma frequéncia
relativamente alta de células CD83" (28,44%) enquanto a freqiiéncia de células
expressando outros marcadores de DCs (HLA-DR, CDla, CD86, CD40, CDl1l1c,
CCR-7, CD80 e CD123) ou de mondocitos/macrofagos (CD14) foi muito baixa (Figura
3). Na cultura priméria, as células tumorais sobreviveram em cultura apenas por
aproximadamente cinco dias. Foi observado que as células obtidas do tumor
digerido apresentaram menor viabilidade que as células desprendidas

espontaneamente do fragmento do tumor mantido em meio de cultura.
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Figura 3- Analise fenotipica de marcadores celulares para caracterizagdo de DCs em

suspensdo de células obtidas do tecido tumoral digerido com colagenase. As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo pareado.
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4.2 Imunohistoquimica de marcadores de células imunes presentes nos

carcinomas mamarios

Amostras de tumor foram utilizadas para verificar a presenca de células que
expressam S100 (marcador de DCs), CD68 (marcador de macrofagos) e CD14
(marcador de mondcitos e macrdéfagos) por imunohistoquimica. Os resultados
mostraram que a frequéncia de células S100 positivas foi maior (59,7 + 3 n=10)
guando comparada a frequéncia de células CD68+ (28,9 + 1,4 n=10 p<0,0001) e de
células CD14+ (26,9 + 6,6 n=10; p<0,0001), localizadas nas areas intra e peritumoral

(Figura 4).

% positive cells

S100 CD14 CD64

Figura 4- Imunohistoquimica da frequéncia de marcadores celulares de DCs e macroéfafos
presentes no tecido tumoral. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo
pareado; * = p<0,01; ** = p<0,001.
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4.3 Comparacdo morfologica e fenotipica das células obtidas de voluntéarias e
de pacientes com cancer de mama antes e depois da cultura de diferenciacéo

de PBMCs em DCs

Para verificar as alteracbes morfolégicas e fenotipicas induzidas pela cultura
de geracdo de DCs a partir de PBMCs, foram analisadas caracterisitcas como
tamanho, granulosidade e fendtipo usando os marcadores CD14, CD80, CD86, HLA-

DR e CD11c através da citometria de fluxo nas células antes e depois da cultura.

Em voluntarias e em pacientes, foram observadas células grandes e
granulosas consideradas DCs, recuperadas no sétimo dia da cultura, populacdo esta
gue néo foi identificada na analise de citometria feita com as PBMCs do inico da
cultura (Figura 5). Na analise fenotipica, a frequéncia de células expressando CD14
das voluntarias (antes: 46,1+6,8% e depois: 9+2,3%, p=0,001) quanto das pacientes
(antes: 51,6+7,3% e depois: 17,748,8%, p=0,03) reduziu apos a cultura de
diferenciacdo. Por outro lado, os marcadores que caracterizam o fenétipo das DCs
maduras apresentaram-se mais frequentes ao término da cultura em voluntarias
(CD80 antes: 29,9+4,8% e depois: 64,3+7,3%, p=0,037; CD86 antes: 32,2+11,3% e
depois: 73,3+3,3%, p=0,004; CD1llc antes: 60,9+10,4% e depois: 86,3+2,6%,
p=0,03; HLA-DR antes: 70,845,5% e depois: 89,9+2,7%, p=0,009; n=7) como em
pacientes (CD80 antes: 17+7,7% e depois: 67,3+7,1%, p=0,006; CD86 antes:
54,4+6,2% e depois: 81,3+4,7%, p=0,0002; CDl1llc antes: 69,3+6,8% e depois:
88+3,4%, p=0,003; HLA-DR antes: 70,3+4,1% e depois: 85,8+3,5%, p=0,003; n=8)

(Figura 6).
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Figura 5- Graficos representativos das populacdes de células por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) antes e depois da cultura de diferenciacdo em DCs. (A) As
PBMCs obtidas por separa¢do de gradiente de ficol a partir do sangue periférico de
doadoras saudaveis e de pacientes com cancer de mama mostraram menor tamanho e
pouca granulosidade. (B) Apds a cultura de diferenciagdo, utilizando meio de cultura AIM-
V suplementado com as citocinas IL-4, GM-CSF e TNF-a, as células recuperadas
apresentaram uma populacdo maior e mais granulosa. (C) A sobreposi¢do das células
antes, representada em azul, e depois da cultura de diferenciagdo, representada em
vermelho, revelou uma populacéo grande e granulosa.
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Figura 6- FrequUéncia de células expressando os marcadores celulares CD14, CD80, CD8e6,
CD11c e HLA-DR, antes e depois da cultura de diferenciacdo suplementada com IL-
4, GM-CSF e TNF-a. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t pareado;
*p<0,05; ** p< 0,01 ; *** = p<0,001.
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4.4 Comparagcado do rendimento da cultura de DCs a partir de PBMCs de

voluntarias saudaveis e de pacientes com cancer de mama

Partindo dos dados que mostraram que o protocolo de diferenciacédo de DCs
a partir de PBMCs aplicado neste trabalho se mostrou eficiente, tanto em células
voluntarias quanto em células de pacientes, foi feita uma analise quanto a frequéncia
das células recuperadas.

Considerando o numero total de PBMCs plaqueadas (2 x10° células), foi
observado que o numero de DCs recuperadas ao término da cultura, nas
voluntarias, foi de 18,9% (+ 2,6 n=18) e nas pacientes, de 11,7% (+1 n=20) sendo
esta uma reducdo significativa (Figura 7A). Em relagdo as PBMCs CD14", o
rendimento, nas pacientes, foi de 9,5% (+1,4 n=8), valor estatisticamente menor que
0 obtido nas voluntarias 19,6% (+ 3,6 n=8) (Figura 7B). Entretanto, os resultados
mostraram que ndo houve diferencas, entre voluntarias saudaveis e pacientes com
cancer de mama, na frequéncia de células recuperadas em relacdo ao namero de
células aderidas submetidas a cultura de diferenciacdo. Na andlise morfologica, a
frequéncia de células grandes e granulosas analisadas no “gate’de FSC e SSC,
também ndo apresentou diferenca entre 0s grupos.

Os resultados sugerem, portanto, que as PBMCs obtidas das pacientes sao
capazes de se diferenciar em DCs, mas com um rendimento menor. Este resultado
parece ser um reflexo de um menor nimero de células aderidas das pacientes

(27,6% + 3,5 n=12) quando comparadas com as células das voluntarias saudaveis

(39,7% + 2,5 n=7) (Figura 7C).
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Figura 7- Rendimento relativo de cultura para diferenciacdo em DCs em voluntérias saudéaveis

e portadoras de cancer de mama. (A) Rendimento em relacdo ao numero total de
células semeadas inicialmente. (B) Rendimento em relacdo ao numero de células
CD14+ presentes na populagéo inicialmente semeada. (C) NUmero de células aderidas em
relacdo ao numero de células semeadas. As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste t ndo-pareado e as diferencgas assinaladas com *, tiveram p < 0,05.

4.5 Comparacao fenotipica e funcional das DCs diferenciadas de PBMCs de

voluntéarias e de pacientes com cancer de mama

Para determinar se as DCs derivadas de PBMCs de pacientes apresentavam

as mesmas caracteristicas fenotipicas que as DCs diferenciadas de PBMCs de

voluntarias, foi realizada uma comparacéao da frequéncia de células positivas para 0s

marcadores celulares tipicos de DCs, no “gate” definido a partir de uma populagéo

de células grandes e granulosas.

Os resultados desta comparacdo mostraram que entre as DCs das voluntarias

houve maior frequiéncia de expressdo de HLA-DR (92,2% + 1,7 vs 83,2% = 3,2),
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CD11lc (91,5% = 1,4 vs 82,1% + 4), CD86 (88% + 2 vs 77,9% + 3,8), CD80 (69,4% +
4,1 vs 51,6% + 5,7) e CCR7 (42% + 8,4 vs 18,6% + 6,4). J& os marcadores CD1a,

CD40 e CD83 nao mostraram diferengas significativas (Figura 8).
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Figura 8- Comparacdo fenotipica entre DCs obtidas a partir de PBMCs de voluntéarias
saudaveis e de pacientes com cancer de mama. A andlise estatistica foi realizada pelo
teste t ndo-pareado; as barras horizontais indicam diferencas com p<0,05.

Para verificar se as possiveis modificacdes fenotipicas poderiam influenciar a
funcdo das DCs de forma significativa, foi utilizado o ensaio de estimulacdo de
linfocitos T alogenéicos (MLR), em co-cultura com DCs obtidas de PBMCs de
voluntarias e de pacientes. Nas analises, inicialmente foi identificado por tamanho e
granulosidade o “gate” definido como de linfécitos, tendo como referéncia uma
amostra controle definida pela presencga de linfocitos sem as DCs.

Apds as co-culturas, observou-se um aumento claro no tamanho e
granulosidade das células no “gate” de linfocitos, sugerindo a capacidade de

estimulacgdo linfocitéria de DCs, tanto de voluntérias, quanto de pacientes (ilustrado
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na Figura 9A). Ainda nesta analise morfolégica inicial, parece haver maior
granulosidade nos linfécitos estimulados com DCs de voluntérias. Confirmando esta
impressao, pode-se notar (ilustrado na Figura 9B), que linfocitos estimulados com
DCs de voluntarias apresentam uma diluicdo claramente maior do corante CFSE,
usado para detectar a divisdo celular na populacdo de linfocitos. Esta diluicdo pode
ser usada para célculo de um indice de proliferacdo, que analisado em todos 0s
experimentos realizados (Figura 9D) confirma a menor capacidade de estimulacao
linfocitaria por DCs das pacientes em comparacao as de doadoras sadias (1,2 + 0,07
n=20vs. 2,7 + 0,6 n=18).

Um fendmeno intrigante observado nestes ensaios foi o padréo distinto de
estimulacéo de linfécitos T CD4 e CD8 pelas DCs de voluntérias e de pacientes. A
figura 9C ilustra e a figura 9E resume o0 encontrado em todos os ensaios: DCs de
pacientes tém atividade estimuladora sobre linfécitos CD8+ menor do que sua
capacidade de estimular células CD4+. Como consequéncia disto, a relacao
CD4+/CD8+ cresce significativamente entre as células estimuladas com DCs de
pacientes, quando em comparacdo com as células estimuladas com DCs de
voluntérias sadias (5,2 + 0,8 n=15 vs. 2,1 + 0,3 n=14). Chama também a atencéao, o
aparecimento de uma subpopulacdo de células com baixa intensidade de marcacao
para CD8, entre os linfécitos estimulados com as DCs das pacientes. Este fendmeno
foi observado em varios ensaios, mas ndo em todos, de modo que sua relevancia

nao pode ser estabelecida com seguranca.
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Figura 9- DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes apresentam menor capacidade de induzir
linfoproliferacdo que DCs diferenciadas a partir de PBMCs de voluntarias saudaveis.
(A) Graficos ilustrando tamanho e granulosidade de linfécitos isolados e de linfocitos
mantidos em co-cultura com DCs por cinco dias; (B) Histogramas ilustrando a diluicdo do
CFSE em linfécitos isolados, linfocitos mantidos em co-cultura com DCs de voluntérias e
de pacientes e a sobreposicéo dos histogramas dos linfocitos mantidos em co-cultura com
DCs de voluntarias e de pacientes; (C) Gréficos ilustrando a distribuicdo de linfécitos
quanto & marcacdo por CD4 e CD8 em células CFSE", ap6s co-cultura com DCs de
voluntarias ou de pacientes; (D) indice de proliferacdo linfocitaria, calculado pelo
coeficiente: MFI de linfécitos ndo-estimulados/MFI de linfécitos estimulados (MFI para a
marcacdo com CFSE); (E) Relagdo entre as populacdes de células CD4'CFSE’ e
CD8'CFSE" ap6s co-cultura com DCs de voluntarias ou de pacientes. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo-pareado; * p = 0,01, ** p = 0,004.
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Ao final das co-culturas, o sobrenadante das mesmas foi separado e utilizado
para andlise da presenca das citocinas, IFN-y e IL-10 (Figura 10). Os resultados
mostraram as co-culturas de linfécitos com DCs de voluntérias apresentaram uma
concentragdo de IFN-y significativamente maior que a concentracdo encontrada no
sobrenadante das co-culturas de linfécitos e DCs de pacientes (534,7 ng/mL +
156,92,7 n=18 vs. 238,9 ng/mL + 15,5, n= 20). Em contraste, na analise da
concentragao de IL-10 foi observado o oposto, com concentracao significativamente
menor nas culturas com células de voluntarias (57,4 pg/mL + 19,2, n= 18 vs. 213,7

pg/mL + 51,5, n= 20).
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Figura 10- Concentracdo de IFN-y e IL-10 no sobrenadante da co-cultura de linfécitos
alogenéicos com DCs obtidas de PBMCs de voluntarias e de pacientes. As analises

estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo-pareado; * = p=0,01; ** = p = 0,001.
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4.6 Expressao de receptores para IL-4 e GM-CSF em mondcitos obtidos do
sangue periférico de voluntarias saudaveis e de pacientes com céancer de

mama

Considerando que as DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes mostraram
menor expressao de HLA-DR, CD1l1lc, CD80, CD86 e CCR-7, redugdo na
capacidade de induzir linfoproliferacdo e um padréo “imunossupressor’ de indugao
de producdo de citocinas nas reacdes alogenéicas, quando comparadas com as
DCs obtidas de PBMCs de voluntarias saudaveis, investigamos a possibilidade de
haver uma diferenca nos mondcitos das pacientes em relagdo aos das voluntarias
sadias. Assim, foi feita a analise dos receptores para as citocinas GM-CSF (CD116)

e IL-4 (CD124), que sdo usadas na cultura de diferenciacao.

As PBMCs de voluntérias e pacientes foram selecionadas quanto a expressao
de CD14" e nesta populacido foi avaliada a freqiiéncia de células positivas para
CD116 e CD124. N&o houve diferenca na frequéncia de células CD14"CD116" entre
voluntarias e pacientes, entretanto a populacdo de PBMCs CD14°CD124" foi menor
nas pacientes (9,6 + 3,8 n=7) quando comparada com as voluntarias (32,6 + 3,6

n=7) (Figura 11A).

A intensidade de expressao dos receptores na populacao positiva se distingue
entre as células de doadoras sadias e de pacientes. Neste caso, tanto os receptores
para GM-CSF quanto para IL-4 exibiram menor expressdao nos mondcitos de
pacientes (CD116: 172,4 + 32,6 vs. 250,3 + 14,5 n=11; CD124: 34,95 + 5,1 vs. 55,9
+6,5 n=11) (Figura 11B). A figura 11C ilustra estes achados em graficos onde a
marcagdo de ceélulas de voluntdrias aparece em preto, e a das pacientes, em

vermelho.
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Figura 11: Expresséo dos receptores para citocinas GM-CSF (CD116) e IL4 (CD124) em PBMCs
CD14" de voluntarias e de pacientes. (A) Frequéncia de células duplo positivas
CD14'CD116", e CD14°CD124"; (B) Intensidade de marcacio para CD116 e CD124 na
populagdo positiva; (C) Os graficos de sobreposicdo ilustram as diferencas entre a
frequéncia e o MFI das PBMCs CD14'CD116" e CD14°CD124" entre voluntarias,
representadas em preto e as pacientes representadas em vermelho. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo-pareado, *** = p = 0,0009, * = p < 0,05.
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4.7 Efeito da presenca das células tumorais ou seus fatores sollveis na
ativacdo de DCs a partir de PBMCs obtidas de voluntarias saudéaveis e

pacientes com cancer de mama

Observamos que DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes com
cancer de mama apresentam alteracdes fenotipicas e funcionais, algumas delas
desde seus precursores, 0s mondcitos. Nesta etapa resolvemos investigar o efeito
da presenca de possiveis fatores sollveis secretados por células de duas linhagens
tumorais de mama, uma, estrogeno-dependente (MCF-7) e outra, estrogeno-
independente (SK-BR-3) sobre a ativagdo de DCs diferenciadas in vitro. Para isso,
células de tumor irradiadas foram usadas para co-cultura direta e células de tumor
viaveis foram usadas para co-cultura em transwell, adicionadas no quinto dia do
protocolo de diferenciacdo de mondcitos em DCs. No mesmo dia, as culturas foram
suplementadas com TNF-a. No sétimo dia, ao término da cultura, as células foram
analisadas quando ao fenétipo, a capacidade de induzir proliferacdo em linfécitos

alogenéicos e o padréao de producéo de citocinas.

Os resultados mostraram que, nas voluntarias, a presenca das células
irradiadas de linhagem tumoral ndo modificou a frequéncia dos marcadores de DCs
guando comparados com o controle, obtido da cultura de DCs sem tumor. Nas
pacientes, porém, o tratamento com a linhagem tumoral SK-BR-3 provocou a

diminuicao significativa na frequéncia de células CD11c” (Figura 12).
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Figura 12- Efeito da co-cultura de DCs com linhagens tumorais de MCF-7 e SK-BR-3 sobre o
fenotipo. As células de tumor irradiadas foram adicionadas ao quinto dia da cultura das
DCs derivadas de PBMCs de pacientes ao mesmo tempo em que as culturas foram
suplementadas com TNF-o. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA com
pos-teste de Bonferroni; * = p<0,05.

No ensaio de MLR as DCs derivadas de PBMCs de voluntarias cultivadas na
presenca de células tumorais provocaram proliferagcdo com tendéncia a diminuicao
em relacdo ao controle, mas sem diferenca significativa (Figura 13 A), enquanto para
as DCs derivadas de pacientes os resultados ndo mostraram diferencas. Na
dosagem de IFN-y e IL10 no sobrenadante da cultura de linfoproliferacédo, ndo foram
observadas alteracfes significativas quando as DCs foram derivadas de pacientes,
entretanto nas co-culturas onde as células estimuladoras foram as DCs de
voluntarias expostas a SK-BR-3 foi observado um aumento na concentracdo de IL-

10 (Figural3 B).
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Figura 13- Efeito da co-cultura de DCs com linhagens tumorais de MCF-7 e SK-BR-3 sobre a
capacidade de induzir linfoproliferacéo e producao de citocinas. As células de tumor
irradiadas foram adicionadas ao quinto dia da cultura das DCs derivadas de PBMCs
voluntarias e suplementada com TNF-a para a inducdo da maturacdo das DCs. As
analises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA e pés-teste de Bonferroni; * =
p<0,05

Nos experimentos feitos com placa de cultura transwell, as células tumorais
foram mantidas em co-cultura com as DCs compartilhando do mesmo meio, mas
sem contato direto entre as células. Desta forma, caracteristicas funcionais e
fenotipicas de DC maduras foram avaliadas em presenca de fatores sollUveis
possivelmente secretados pelo tumor. Os resultados mostraram que o fenétipo das
DCs néo se alterou com a presenca de fatores solUveis tumorais. No ensaio de MRL
também ndo houve diferenca no indice de proliferacéo de linfécitos mantidos em co-
cultura com DCs de voluntarias e de pacientes, entretanto o coeficiente de linfécitos

CD4" em relacgéo aos linfocitos CD8" aumentou nas DCs de voluntarias mantidas em
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co-cultura com fatores sollveis produzidos pelas células tumorais quando
comparado com controle (Figura 14 A), e em presenca das células da linhagem SK-
BR-3 foi observado um aumento significativo da concentragdo de IL10 no

sobrenadante da cultura de linfoproliferacao (Figura 14 B).
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Figura 14- Efeito de fatores sollveis derivados das linhagens tumorais, MCF-7 e SK-BR-3,
sobre fenétipo e funcdo de DCs derivadas de doadoras saudaveis. As células de
tumor vidveis foram adicionadas no quinto dia, por transwell, na cultura das DCs derivadas
de PBMCs de voluntarias, suplementadas com TNF-o no mesmo dia. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA one-way e poés-teste de Bonferroni; * =
p<0,05.
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4.8 Efeito do pH baixo induzido pelo acido lactico na diferenciacdo de DCs a

partir de PBMCs de voluntérias e de pacientes

A presenca de fatores sollveis produzidos pelas células tumorais modifica as
condi¢cdes normais, como, por exemplo, a presenca do &cido latico que altera o pH e
gue também j& foi descrito como capaz de alterar a capacidade de geracéo de DCs
maduras a partir de PBMCs. No presente trabalho foi investigado o efeito do pH
sobre o fenétipo, a capacidade de induzir linfoproliferacdo e producéo de citocinas
de DCs diferenciadas de PBMCs de voluntarias e de pacientes com cancer de

mama.

Na figura 15, os resultados mostraram que o tratamento com 4cido latico ndo
modificou a expressdao de HLA-DR e CD11lc nas DCs obtidas da cultura de
diferenciacdo a partir de PBMCs de voluntarias, mas nas pacientes foi observada
uma reducdo significativa da frequéncia de células HLA-DR'CD11c* (pH normal:

91,2 +1,3; pH acido: 69,1 +7,5).
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Figura 15- Efeito do acido latico no feno6tipo de DCs derivadas de PBMCs de voluntérias e de
pacientes com cancer mamario. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t
pareado; * p<0,05.
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No ensaio funcional de MLR, as DCs de voluntarias provocaram um indice de
proliferacdo menor expostas ao pH acido, quando comparado com as células ndo
tratadas, mas o resultado ndo foi estatisticamente diferente. Nas pacientes o indice
de proliferacdo ndo se alterou com o a acidificacdo da cultura em presenca do acido
latico; os valores dos indices de proliferacdo, nas pacientes, se mantiveram baixos,
independentemente do tratamento. As diferengas observadas foram entre os
indices obtidos de co-cultura de linfécitos com DCs de voluntérias e DCs de
pacientes (2,7 + 0,6 n=18 vs 1,2 + 0,07 n=20), j& descritas, e que se mantiveram
com DCs de pacientes tratadas com lactato (2,7 + 0,6 n=18 vs 1,3 + 0,1 n=13)
(Figura 16 A). A relacdo de linfécitos CD4" e CD8" nas co-culturas com DCs néo
sofreu alteracdo pelo tratamento com o acido latico, tanto nas DCs derivadas de
PBMCs de voluntarias quanto de pacientes, mantendo-se apenas a diferenca entre
voluntarias e pacientes, ja mostrada em resultados anteriores (Figura 16 B). O
tratamento com 4cido latico reduziu a concentracdo de IFN-y no sobrenadante da co-
cultura de linfocitos e DCs, sendo que nas voluntarias, esta diminuicdo nao foi
estatisticamente significativa, mas o foi nas pacientes (pH normal: 238,9 ng/mL +
15,5, n=20 vs. pH acido: 171 ng/mL + 20,1, n=13) (Figura 16 C). Na figura 16 D, a
concentracdo de IL-10 ndo sofreu alteracdes significativas nas DCs de voluntarias
tratadas com acido latico, mas nas pacientes o tratamento com acido latico reduziu
significativamente a concentracdo de IL-10 (pH normal: 213,7 + 51,1 n=20 vs. pH
acido: 5,8 + 1,1 n=13). Entre voluntarias e pacientes, a producao elevada de IL10, ja
descrita para cultura de DCs de pacientes em pH normal, reduziu drasticamente com
o tratamento em meio acido, ficando com valores abaixo dos encontrados para DCs
de voluntarias em pH normal (5,8 + 1,1 n=13 vs 57,4 + 19,2 n=18) e em pH acido

(5,8+1,1 n=13vs 79,3 £+ 36,1 n=8).



Resultados

74

* A B

44 8-
g = *
& |
C 3+ 6+ |
et ©
o o
a. 21 T £ 4 [
o <t
T —_ =] |
g 1 © 2] I
k<]
£

0 L) L] L) L] 0 L] L] L] ¥

pH noermal pH acido pH normal pH acido pH normal pH acido pH normal pH acido
Voluntarias Pacientes Voluntarias Pacientes
C * *
s * D
*

800+ * % 300+ * Kk Kk
.E’ 6004 | )
.g £ 2004
= >
g 4004 * o
3 E -
¥ 200 =‘0 100+
i 1

e v \ v N - 7, T /i o - .\\\'.\.. -
pH normal pH 4cido pH normal pH #cido pH normal pH acido pH normal pH icido
Voluntarias Pacientes Voluntarias Pacientes

Figura 16- Efeito do acido latico na funcdo de DCs derivadas de PBMCs de voluntarias e de
pacientes com cancer mamario. (A) indices de proliferacdo induzidos pelas diferentes
DCs sobre linfécitos alogenéicos; (B) Relac&o entre linfocitos CD4" e CD8, marcados com
CFSE, e respondendo ao estimulo com as DCs; (C) Concentracdo de IFN-y no
sobrenadante da MLR com as diferentes DCs; (D) Concentracdo de IL-10 no
sobrenadante da MLR com as diferentes DCs. As andlises estatisticas foram realizadas
pelo teste t ndo-pareado, *** = p=0,0005, ** = p<0,005, * = p < 0,05.
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4.9 Participacdo da via p38MAPK nas alteragcbes fenotipicas e funcionais
induzidas pelo &cido latico na cultura de diferenciacdo de PBMCs em DCs de

voluntarias e de pacientes

Nas DCs obtidas de PBMCs de voluntarias saudéaveis, os resultados
mostraram que o tratamento com o inibidor da p38MAPK reduziu a frequéncia de
células HLA-DR'CD11c", independente do tratamento com o lactato. Os resultados
mostraram que nas voluntarias a frequéncia de células duplo positivas era de 90,7%
(= 2,7 n=9) em pH normal, sem SB203580. O efeito do inibidor da via de sinalizagéo
mediada pela p38MAPK reduziu a frequéncia de células HLA-DR'CD11c" para
71,7% (+ 2,1 n=8) em pH normal e 77,6% (+ 3,2 n=8) em pH acido. Nas pacientes foi
observada a reducéo da frequéncia de células HLA-DR'CD11c" em meio acidificado
(pH normal: 88,6 + 1,9 n=11; pH acido: 69,1 + 7,5 n=13) independentemente do

tratamento com o inibidor (Figura 17 A).

No ensaio funcional de MRL foi observado que n&o houve diferenca
estatistica nos indices de proliferacao induzidos por DCs obtidas a partir de PBMCs
diferenciadas em meio com pH normal ou pH &cido, com ou sem o tratamento com o
inibidor da p38MAPK (Figura 17 B). Entretanto nas células de voluntarias os
resultados mostraram uma tendéncia a reducdo do indice de proliferacdo e um
aumento da relacéo de linfécitos CD4" para CD8" quanto em presenca do inibidor
(Figura 17 C). Na determinacéao de citocinas no sobrenadante da MRL, os resultados
mostraram a concentracdo de IFN-y nas DCs obtidas de PBMCs de voluntarias,
mantidas em cultura com o pH normal sem o SB 203580 foi 534,7 ng/mL (+ 156,9
n=6), entretanto, a inibicdo da via de sinalizacdo mediada pela p38MAPK reduziu a

concentracdo de IFN-y tanto em pH normal (28,9 + 8 n=6), como em pH &cido (126,9
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+ 55,5 n=8). Nas pacientes, a producao de IFN-y foi menor em todos os tratamentos
guando comparados com o controle, em pH &cido sem SB 203580 (171 + 20,1 n=13
vs 238,9 + 15,5 n=11), bem como na presenca do inibidor, em pH normal (164,1 +
9,7 n=8 vs 238,9 + 15,5 n=11) e em pH acido (162,9 + 19,3 n=10 vs 238,9 + 15,5
n=11) (Figura 18 A). Na dosagem de IL10, as culturas de DCs voluntarias nao
apresentaram alteracfes entre os tratamentos, e nas pacientes a reducao desta
citocina ocorreu em meio acido sem inibidor (5,8 + 1,1 n=13) e na presenca do
inibidor em pH normal (8,6 + 1,8 n=8) e em pH &acido (10,8 + 2,4 n=10) em relacdo

ao controle (213,7 + 51,5 n=11) (Figura 18 B).
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Figura 17- Efeito da p38MAPK no fendtipo e na funcdo de DCs derivadas de PBMCs de

voluntérias e de pacientes com cancer de mama diferenciadas em pH normal e pH
acido. (A) Nas DCs diferenciadas de PBMCs de voluntarias a inibicdo da p38MAPK
reduziu a frequéncia de células HLA-DR'CD11c", independente do pH; (B) O tratamento
com inibidor da p38MAPK ndo alterou de forma significativa os valores do indice de
proliferacdo; (C) O coeficiente entre as populagbes de linfocito CD4" e CD8" ndo se
alterou de forma significativa. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo
pareado; * = p<0,05; ** = p<0,001; *** = p<0,0001.
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Figura 18- Efeito da p38MAPK na producdo de citocinas no sobrenadante de MRL de DCs
derivadas de PBMCs de voluntéarias e de pacientes com cancer de mama mantidas
em pH normal ou pH &cido. (A) Reducgdo na concentracdo de IFN-y pela inibicdo da via
p38MAPK nas DCs de voluntarias, independente ao pH, e nas pacientes em todos
tratamentos. (B) A concentracdo de IL-10, nas voluntérias, ndo apresentou alteracéo,
entretanto nas pacientes foi observada uma reducdo em todos os grupos tratados. As
analises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo pareado; * = p<0,05; ** = p<0,001.
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4.10 Expressado de HSP27 em DCs diferenciadas de PBMCs de voluntérias e de

pacientes

Os resultados mostraram que as pacientes apresentam uma expressao maior
de HSP27, que se reduziu com o tratamento feito em meio acido e/ou com inibidor
da p38MAPK. Nas voluntarias, ndo foi observada diferencas significativas na
expressdo do mRNA para HSP27 (Figura 19). Destacamos que em todas as

condicdes, a expressdo de mRNA para HSP27 foi maior nas células das pacientes.
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Figura 19- Efeito do inibidor p38MAPK e do acido latico na expressdao do RNAm para HSP27
em DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntérias e de pacientes com cancer de
mama. (A) llustragdo das bandas de cDNA sintetizados a partir de RNA para a proteina
HSP27 e da B-actina extraidas de DCs de voluntarias ou de pacientes, mantidas em
cultura com pH normal (N) ou pH &cido (A) na presenc¢a ou ndo do inibidor da p38MAPK.
(B) Andlise da expresséao relativa do RNAm para HSP27 normalizada pela expressédo do
RNAm da pB-actina utilizando a formula do AACt. As analises estatisticas foram
realizadas pelo teste ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni.
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A co-cultura de DCs derivadas de PBMCs com linhagens tumorais estrogeno-
dependente (MCF-7) e estrogeno-independente (SK-BR-3), em placas de trans-well,
induziu a expressao para HSP27 tanto em voluntarias quanto em pacientes (Figura
20). Nao foi observado expressdo de HSP27 em PBMCs de voluntarias e de

pacientes.
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Figura 20- Expressdo do RNAm para HSP27 em DCs derivadas de PBMCs obtidas de
voluntarias e de pacientes com cancer de mama mantidas em co-cultura com
linhagens tumorais de mama.
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4.11 Avaliagao fenotipica e funcional das DCs obtidas de PBMCs de pacientes

em tratamento com Tamoxifeno apds mastectomia

Ap6s a mastectomia, para a remocdo do tecido mamario afetado pelo tumor,
um grupo de pacientes passa a receber tamoxifeno, droga que atua como um
modulador dos receptores de estr6geno. Algumas destas pacientes, atendidas no
ambulatério do Hospital Pérola Byington para acompanhamento, tiveram amostras
de sangue coletadas para a obtencdo de PBMCs utilizadas na geracdo de DCs in

vitro.

As pacientes ambulatoriais apresentaram uma reducdo significativa no
namero de DCs recuperadas (7,8% +1,4), em relacdo ao total de PBMCs utilizadas
na cultura de diferenciacdo, quando comparadas com as voluntarias saudaveis
(18,9% + 2,6) (Figura 21 A). Entretanto, a frequéncia dos receptores para citocinas
IL-4 e GM-CSF nas PBMCs destas pacientes tratadas com tamoxifeno n&o
apresentou diferencas significativas, quando comparadas com PBMCs de

voluntarias (Figura 21 B).

O fendtipo das DCs diferenciadas de PBMCs destas mesmas pacientes
apresentou-se mais proximo ao de células derivadas de doadoras saudaveis,

mantendo apenas uma frequéncia de células CD86+ menor nas pacientes (67,5% +

8) quando comparadas as voluntarias saudaveis (88,4% + 2,3) (Figura 22).
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Figura 21- Comparacédo entre a cultura de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntarias e de
pacientes que sofreram mastectomia e em tratamento com tamoxifeno. (A)
Frequéncia do rendimento de células obtidas ao término da cultura em relacdo as
PBMCs totais submetidas a cultura. (B) Frequéncia de células positivas para receptor
de GM-CSF (CD116) e IL4 (CD124) em PBMCs. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo teste t ndo pareado; * = p<0,05.
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Figura 22- Comparacgdo fenotipica de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntéarias e de
pacientes ambulatoriais. A frequéncia dos marcadores HLA-DR, CD11c, CD80, CD40,
CD83 e CD1la ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos, exceto a expressdo de
CD86 que foi menor nas pacientes quando comparadas com as voluntarias saudaveis.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo pareado; * = p<0,05.
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Na andlise funcional, os resultados mostraram que o indice de proliferacéo e
a relacdo de linfocitos CD4" e CD8" nas pacientes ambulatoriais ndo apresentou
diferenca em relacdo as voluntarias saudaveis e foi significativamente diferente

guando comparado com as pacientes antes da mastectomia (Figura 23 A e B).
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Figura 23- Comparacdo funcional entre a cultura de DCs derivadas de PBMCs obtidas de
voluntérias e de pacientes ambulatoriais. (A) Comparacao do indice de proliferagéo
de linfécitos alogenéicos e (B) da relagédo de linfocitos CD4 e CD8 no ensaio de MRL
com DCs obtidas de PBMCs de voluntarias saudaveis, de pacientes com cancer de
mama e de pacientes que tiveram o tumor removido e fazem uso do tamoxifeno. As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA one-way com pds-teste
Bonferroni; * = p<0,05.
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4.12 Efeito do Tamoxifeno no fenétipo e na funcdo das DCs diferenciadas de

PBMCs de voluntarias saudéaveis e de pacientes com cancer de mama

Os resultados obtidos com os experimentos realizados com DCs derivadas de
PBMCs de pacientes, que tiveram o tumor removido por mastectomia e tradadas
tamoxifeno, mostraram uma melhora fenotipica e funcional. Para verificar se estes
efeitos eram estariam sendo causados pelo tratamento com o modulador de
estrogeno e/ou pela auséncia do tumor, PBMCs de pacientes com carcinoma ductal
foram diferenciadas com meio de cultura suplementado com tamoxifeno, tendo como
controle as DCs obtidas de PBMCs de voluntarias saudaveis. Os resultados
mostraram que o tamoxifeno ndo modificou o fenodtipo das DCs de voluntarias,
entretanto nas pacientes os dados mostraram uma tendéncia a um aumento na
populacdo positiva para HLA-DR, CD11c, CD80 e CD86, mas sem significancia

estatistica (Figura 24).

Nos ensaios funcionais de MRL, os resultados mostraram que o tratamento
com tamoxifeno ndo modificou os indices de proliferacdo, isto €, ndo modifica a

capacidade de induzir linfoproliferacao pelas DCs (Figura 25).
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Figura 24- Comparacao fenotipica de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntéarias e de
pacientes com cancer de mama tratadas com Tamoxifeno (Tx). As analises
estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo pareado.
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Figura 25- Comparacdo funional de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntérias e de
pacientes com cancer de mama tratadas com Tamoxifeno (Tx). As andlises estatisticas
foram realizadas pelo teste t ndo pareado.



87

5. DISCUSSAO



Discussao

88

O presente trabalho avaliou a diferenciacdo de DCs a partir PBMCs de
pacientes com cancer de mama e de voluntarias saudaveis, comparou suas
caracteristicas fenotipicas e funcionais isoladamente ou com a presenca de alguns
fatores que participam do microambiente tumoral como a presenca de células
neoplasicas e de seus fatores sollveis secretados, o acido lactico e modularodes de
receptor de estrégenos e inibidores especificos da p38MAPK.

De acordo com dados relatados na literatura, desde a primeira descricdo das
DCs feita por Steinman e Cohn (Steinman e Cohn, 1973) até a geracdo de DCs in
vitro através da cultura de células hematopoiéticas com GM-CSF e IL-4, as DCs séo
definidas como APCs que apresentam uma morfologia tipica, que expressa niveis
elevados de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe |
e classe Il, baixos niveis de CD14, alta atividade estimulatéria de linfocitos e
aumento da sua eficiéncia com a adicdo de TNF-a (Inaba et al., 1992; Caux et al.,
1992; Sallusto e Lanzavecchia, 1994).

Entretanto, € importante considerar que as DCs se apresentam como uma
populacdo heterogénea que desempenham papéis diferentes na resposta imune e
gue ainda séao insuficientes as informagcdes que definem melhor as subpopulacdes,
bem como, suas funcbes (Naik e Demystifying, 2008); Villadangos e Schnorrer,
2007.).

Desta forma, considerando os mondcitos como um potencial precursor das
DCs, vérios fatores presentes no microambiente durante a diferenciacdo, como TNF,
IL3, IL6, GM-CSF, IFNs, entre outros, podem determinar a heterogeneidade ja
relatada nas DCs, mesmo in vitro, influenciando a expressdo de moléculas co-
estimuladoras e a producao de citocinas, resultando em interacdes diversas com

outras células do sistema imune, causando acfes que podem ir desde tolerancia até
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imunogenicidade. (Chomarat, et al., 2003; Chomarat et al., 2000; Encabo et al.,
2004; Pulendran et al., 2000; Ito et al., 2001).

Assim, padronizamos o protocolo de diferenciagdo com meio suplementado
com IL4, GM-CSF e TNFa para geracdo DCs maduras a partir de PBMCs de
voluntarias saudaveis com base nos protocolos ja desenvolvidos no nosso
laboratério. A diferenciacédo, inicialmente, foi determinada pela morfologia e pelo
perfil fenotipico das células antes e depois da cultura, feita por meio da avaliacdo de
varios marcadores que definem o fendtipo e o estado de maturagcdo. NoOsSsoOs
resultados mostraram reducéo na expressao de CD14 e aumento da expressao de
HLA-DR e moléculas co-estimuladoras nas DCs comparadas com as PBMCs, dados
estes que concordam com o0s ja descritos na literatura, mostrando que o protocolo
de diferenciacdo usado neste trabalho foi capaz de gerar DCs maduras a partir de
PBMCs.

Considerando que em condi¢des patolégicas, como no cancer, outros fatores
gue ndo participam do processo fisiolégico podem estar presentes, foi avaliada a
capacidade de geracédo de DCs in vitro a partir de PBMCs obtidas de pacientes com
cancer de mama operavel, utilizando o mesmo protocolo de diferenciacdo descrito
para as células de voluntarias saudaveis. Os resultados mostram que as PBMCs de
pacientes com carcinoma ductal apresentam capacidade de diferenciacdo. Ao
término da cultura foram observadas células com caracteristicas tipicas de DCs, com
a presenca de uma populacdo morfologicamente grande e granulosa detectada por
citometria de fluxo e o fendtipo composto pela maior expressdo de HLA-DR e
moléculas co-estimuladoras, como descrito para as DCs diferenciadas de PBMCs de

voluntarias saudaveis.
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Devido o fato de que PBMCs obtidas do sangue de pacientes portadores de
tumor podem originar DCs defeituosas, a principio, observamos que foi possivel
gerar DCs in vitro a partir de PBMCs de pacientes com carcinoma ductal invasivo
operavel.

Além disso, fizemos um estudo comparativo das DCs obtidas de PBMCs de
pacientes com o de voluntarias saudaveis. O perfil fenotipico das DCs de pacientes
apresentou uma diminuicdo no nimero de células diferenciadas e na expresséo de
marcadores celulares tipicos de DCs ativadas, uma baixa frequéncia na populacao
de células HLA-DR®, CD11c", CD80", CD86" e CCR7" que sugerem um prejuizo na
formacao de APCs competentes.

Gabrilovich et al., (1997) relataram que DCs isoladas diretamente do sangue
periférico de pacientes com cancer de mama avancado apresentaram deficiéncias
fenotipicas e funcionais, entretanto, a geracéo in vitro de DCs a partir de precursores
hematopoiéticos presentes no sangue periférico destas pacientes poderiam originar
DCs capazes de estimular células T, isto €, corrigindo o defeito das DCs quando

diferenciadas in vivo.

Entretanto, nosos resultados concordam completamente com os dados
descritos por Gervais et al., (2005) relataram que DCs diferenciadas de mondcitos
obtidos de pacientes com cancer de mama apresentaram uma diminuicdo na
expressdo de MHC classe Il e na iniciacdo da capacidade de apresentacdo de
antigenos, e que estes efeitos poderiam estar associados ao microambiente tumoral.

Assim, os dados mostrados neste trabalho indicam que ocorre geracdo de
DCs a partir de PBMCs isoladas de pacientes com carcinoma ductal invasivo
operavel, mas estas DCs apresentam defeitos sutis na sua diferenciacdo que podem

ser consequéncia de uma menor responsividade das células precursoras aos
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estimulos de diferenciagcdo e maturacdo em DCs provocadas pela presenca do
tumor.

Podemos dizer também que, ainda hoje, a literatura apresenta alguns pontos
gue divergem quanto a eficacia das DCs diferenciadas in vitro a partir de PBMCs de
pacientes com cancer de mama e estas diferencas podem estar relacionadas com o
tipo e estadiamento o tumor, bem como, com o protocolo usado para a geracédo de
DCs.

Nossos dados sugerem também que, as DCs de pacientes com cancer de
mama séo afetadas pelo microambiente tumoral, onde o tumor seria capaz de criar
um microambiente indspito para a diferenciacdo e/ou maturacdo das DCs, o que
gera, como consequéncia, uma menor capacidade de apresentacdo de antigenos
por estas APCs e menor resposta especifica antitumoral, fato que também foi
relatado em DCs obtidas de pacientes com outros tipos de tumores ou em diversos
estagios da doenca (Ninomiya et al., 1999; Ratta et al., 2002; Dallal et al., 2002;
Neves et al., 2005; Pinzon-Charry et al., 2007; Sun et al., 2008; Baleeiro et al.,

2008).

Juntamente com as alteracGes fenotipicas, em ensaios funcionais também
foram observadas diferencas relevantes na capacidade de estimulacdo de linfécitos
T alogenéicos pelas DCs, que foi significativamente menor nas células de pacientes
com cancer de mama, com uma relacdo maior de linfécitos CD4" para CD8." Na
producdo de citocinas, o sobrenadante de co-cultura de DCs de pacientes com
linfocitos alogenéicos mostrou um a producdo de IL-10 maior, enquanto que a
producédo de IFN-y foi significativamente menor quando comparado com as

voluntéarias.
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Alguns trabalhos tém demonstrado a importancia das DCs na “polarizacao” de
células Th naive capazes de secretar padrdes de citocinas bem diferentes e,
consequentemente, modificar a resposta imune inclusive no cancer de mama
(Matsuura et al., 2006; Feili-Hariri et al., 2006). A sintese da IL-10 pode ser feita
por células T CD4+ ou CD8+, mondcitos, macréfagos, células B ativadas,
gueratinécitos e linfomas, é uma citocina produzida relativamente tarde na
sequéncia de ativacdo de células T ou mondcitos / macrofagos, em comparacao a
outras citocinas, que pode ser um aspecto importante da IL - 10 de inibir a
capacidade ativacdo das células T e macréfagos (Moore et al., 1993). Ja o IFN-y é
secretado principalmente por linfocitos Thl e apresentam um importante papel na
resposta imune antitumoral (Brandacher et al., 2006).

Nossos dados mostraram que as DCs de pacientes parecem induzir um
padrdo de reposta imune completamente diferente quando comparado com DCs de
voluntarias. Considerando que estas APCs apresentam a habilidade de dirigir a
resposta imune no momento da apresentacao do antigeno para os linfécitos T e das
citocinas dosadas que sao produzidas por eles, os achados sugerem que as DCs
das pacientes induzem um padréo de linfocitos tolerogénicos, enquanto que as DCs
de voluntarias induzem um padrdo de resposta de linfécitos T efetores. Além do
resultado em si, destacamos a importancia da diversificacdo de experimentos para
melhor avaliacdo funcional das DCs.

Assim, sugerimos que as DCs derivadas de PBMCs de voluntarias saudaveis
apresentam-se plenamente maduras, enquanto que as diferencas fenotipicas e
funcionais encontradas nas DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes fazem com
gue as mesmas expressem um fenotipo imaturo. Estas alteracdes encontradas nas

DCs de pacientes poderiam ser capazes de alterar a sinalizacao celular, de forma
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gue h& moléculas de membrana suficientes para ativar os linfécitos, entretanto,
causando um padrao de resposta completamente diferente. Estudo sobre a relagéo
entre a funcdo e o estado de maturacédo das DCs mostrou que: DCs maduras sé&o
capazes de induzir uma maior proliferacdo de linfécitos T CD4+, em contraste, DCs
imaturas reduzem a proliferacdo de linfocitos, inibem secrecéo de IFN-y, IL-2 e IL-4 e

aumentam a secrecao de IL-10 (Jonuleit et al., 2000).

De acordo com os resultados encontrados, mesmo recebendo todos os
estimulos necessarios para a geracao de uma DC madura, as DCs diferenciadas de
PBMCs de pacientes com cancer de mama parecem apresentar um carater de DC
imatura, quando comparado com PBMCs de voluntarias saudaveis. Tal fato poderia
ser justificado pelo fenétipo e pelo padrdo de citocina encontrado, que reforca uma
possivel tolerancia das células progenitoras aos estimulos de diferenciacdo e de
maturacdo. Estes resultados podem ter relagdo com a menor expressdao de
receptores para IL4 e GM-CSF em PBMCs de pacientes com cancer, gerando DCs,
mas com prejuizo fenotipico e/ou funcional, ja que, segundo Sallusto e Lanzavecchia
(1994) a combinacdo de GM-CSF e IL-4 na cultura proporcionam condi¢des para a
geracdo de células com caracteristicas fenotipicas e propriedades funcionais de
DCs. Os dados sugerem mais uma vez que, a presenca do tumor € um fator
relevante, onde ja foi descrito na literatura que o tumor pode influenciar ndo sé as
DCs, mas também seus precursores, interferindo na sua capacidade de

diferenciacao (Encabo et al., 2004; Neves et al., 2005; Bharadwaj et al., 2007).

Apesar de alguns protocolos de imunoterapia antitumoral com DCs utilizarem
células precursoras do proprio paciente para fazer a diferenciacdo em DCs in vitro
(Jacobs et al., 2007), se consideramos os dados encontrados para pacientes com

carcinoma ductal mamario, eles sugerem que as DCs das proprias pacientes



Discussao

94

diferenciadas in vitro a partir de PBMCs possam ser ineficientes para a geracao de
uma resposta imune efetora e, portanto, utilizad-las como ferramenta no
desenvolvimento de uma vacina terapéutica seria menos eficiente.

Tendo a presengca do tumor como um fator essencial na indugdo das
modificagcdes fenotipicas e funcionais nas DCs, avaliamos o contato célula-célula,
através da presenca de células tumorais de linhagens de adenocarcinoma de mama
(MCF-7 e SK-BR-3) irradiadas e adicionadas diretamente a cultura de DC durante
sua ativacdo, bem como, a acdo de fatores soluveis, por meio da co-cultura de
celulas tumorais e DCs em placa transwell. Os resultados mostraram uma reducao
significativa na frequéncia de células positivas com fenotipo de DC madura, uma
tendécia de reducdo na capacidade de induzir a proliferacdo de células T com
aumento na concentracao de IL10 na co-cultura de linfocitos com DCs diferenciadas

com SK-BR-3, mas nao com MCF-7.

A linhagem MCF7 apresenta caracteristicas do epitélio mamario incluindo a
capacidade de  processar estradiol via  receptores  citoplasmaticos
(http:/ficbp.Ibl.gov/breastcancer), a SK-BR-3 é uma linhagem de adenocarcinoma de
mama, que ndo apresenta receptor de E2 e que super expressa o produto do gene
gue codifica o receptor de fator de crescimento de epiderme 2 (HER2/c-erb-2). O
HER2/c-erb-2 faz parte da familia dos receptores de membrana de tirosina quinase
gue regula o crescimento e a proliferacdo celular importante na tumorigenese do
cancer de mama, sendo alvo de terapias (Zhou et al., 2002) inclusive na elaboracéo
de vacinas (Stojadinovic et al., 2007). A super expressdo do HER2/c-erb-2 confere
maior agressividade as células tumorais por favorecer o desenvolvimento do tumor e

conferir resisténcia a hormonioterapia (Albert et al., 1998).
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Os nossos resultados sugerem que o tipo de linhagem tumoral pode induzir
efeitos diferentes sobre as DCs, e uma das caracteristicas das células tumorais que
pode esta envolvida nestes efeitos seria a expressdo HER2/c-erb-2 pela linhagem
SK-BR-3, modificando de alguma forma a maturacdo das DCs que néo foi
observada com a linhagem MCF-7. Tais efeitos sobre o sistema imune podem
contribuir para as caracteriticas que determinam maior ou menor agressividade do

tumor.

As células tumorais sao capazes de produzir acido lactico de forma
exacerbada em decoréncia das alteracbes sofridas pelo metobolismo energético
(Warburg, 1961). Assim, o acido lactico € um exemplo de molécula secreteda pelo
tumor que compdem o microambiente podendo afetar a diferenciacdo de PBMCs em
DCs. Puig-Kroger et al., (2003) mostraram que o lactato de sodio, presente na
solucéo de dialise peritoneal, era capaz de prejudicar o fénotipo e a funcao de DCs
maduras por inibir a ativacdo do NFkB. Em cultura tridimensional de melanoma, as
DCs originadas de mondcitos infiltrantes aprentaram alteracdes fenotipicas, onde foi
observado no sobrenadante, altas concentracdes de lactato. As culturas de DCs
acidificadas mostraram as mesmas alteracdes fenotipicas das DCs diferenciadas de
mondcitos infiltrados no tumor e o bloqueio do acido lactico na cultura originou DCs
com fendtipo normal, sugerindo uma acdo moduladora sobre fenétipo das DCs
presentes no ambiente tumoral, o que pode contribuir para os mecanismos de

evasao (Gottfried et al., 2006).

Desta forma avaliamos a capacidade de diferenciacdo de PBMCs, de
voluntarias e de pacientes, em DCs mantidas em cultura com meio acidificado com
acido lactico. Nossos resultados mostraram que o0 ambiente acido inibe a

diferenciacdo e maturacdo das DCs e refor¢a a diferenca existente entre células de
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voluntarias e pacientes, mostrando que nas células precursoras obtidas das

pacientes o efeito inibitério foi marcante.

Com base nos resultados mostrados, o microambiente tumoral parece impor
uma condicdo estressante capaz de alterar a capacidade das PBMCs de se
diferenciar em DCs. A via p38MAPK é uma das vias mais bem descritas
responsaveis em estabilizar as células em condicbes de estress. Em células
epiteliais a hipdxia tem como um dos mecanismos a ativacdo da via das p38MAPK
gue eleva a fosforilacdo da Proteina de Choque Térmico (HSP) 27 que atua no
citoesqueleto, altera a permeabilidade celular e regula os mecanismos de apoptose
(Liu et al., 2009). Algumas HSPs apresentam efeitos sobre o sistema imune, entre
elas, a HSP27 é capaz de atuar sobre os mondcitos provocando efeitos
antiinflamatérios mediados pela secrecao de IL10 e pela modificacdo na capacidade
de diferenciagdo dos monécitos em DCs, promovendo um “anti-sinal de perigo”
(Miller-Graziano et al., 2008).

Uma das hipoteses especuladas neste trabalho seria de que muitos dos
efeitos inibitérios, observados ex vivo, sobre as DCs seria causado pelo
microambiente tumoral devido a indug¢do da sintese da HSP27, ja descrita como
capaz de interferir nos mecanismos de diferenciacdo dos monécitos em DCs. Devido
as PBMCs das pacientes ja estarem em contato com este microambiente in vivo isso
causaria um aumento da susceptibilidade nas DCs das pacientes as diversas
condicBes testadas. Assim, o microambiente tumoral, formado por células tumorais,
elementos solUveis secretados como o acido lactico, poderia funcionar como um
meio estressante, ativando a via das p38MAPKSs provocando a sintese da HSP27,

qgue poderia ser responséavel pelas falhas na maturacdo e na diferenciacdo, na
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indugdo na secregdo de IL10 e, consequentemente, o ndao desenvolvimento de
imunogenicidade antitumoral.

Os resultados mostraram que as DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes
apresentaram uma expressao elevada de HSP27, quando comparadas com as
voluntarias, sugerindo que ha ativacdo da via p38MAPK em resposta ao ambiente
inGspito.

Ja foi descrito na literatura que alguns tipos de tumores, inclusive o de mama,
apresentam elevada expressdo da HSP27, podendo estar envolvida com o
desenvolvimento e resisténcia do tumor e tendo aplicacdo como um marcador de
diagnostico (Garrido et al., 1998; Rui et al., 2003; Ciocca e Calderwood 2005;
Kang, et al., 2008). Entretanto, nossos resultados séo inéditos quanto a expressao
elevada da HSP27 em DCs de pacientes com cancer de mama e sua possivel
relacdo com as alteracGes no fendtipo e na funcao destas APCs.

Quando as PBMCs foram tratadas com o inibidor da p38MAPK (SB203580) e
induzidas a diferenciacédo, foi observado uma reducdo na expressdo da HSP27
guando comparada com as células sem o inibidor, entretanto a expressao ainda foi
maior que o observado nas voluntarias saudaveis, sugerindo uma super expressao
da via.

Entretanto, nossos resultados mostraram que o blogueio da via p38MAPK nas
voluntérias causou uma perda do fenétipo maduro, tendeu a reduzir a capacidade de
linfoproliferacéo, elevou a relacdo de CD4'/CD8" e reduziu a producdo de IFN-y.
Estes dados colaboram com outros relatos da literatura, onde, a via da p38MAPK é
uma via de sinalizagdo importante para a expressao de antigenos, para a produgao
de citocinas e capacidade aloestimulatéria em DCs derivadas de mondcitos

(Nakahara et al., 2006).
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Como a via da p38MAPK também é ativada com a hipdxia (Liu et al., 2009) e
um dos produtos desta condicdo é o acido latico, o utilizamos como um agente
estressante e que estad presente no microambiente tumoral. Os resultados
mostraram que h& um prejuizo fenotipico principalmente nas DCs de pacientes,
dimunuindo a frequéncia de células HLA-DR" e CD11c’, entretanto, quando se
analisa a expressdo da HSP27, os dados mostram que ele ndo se altera nas
voluntarias e que reduz a expressao nas pacientes.

Assim, podemos supor que o efeito inibitério do acido latico ndo parece ser
mediado por esta via de sinalizacdo da p38MAPK, visto que, mesmo tendo um
fendtipo prejudicado, a expressdo da HSP27 nao se elevou, muito pelo contrario, a
acidez parece atuar como um bloqueador da expressao desta chaperona, que se
reduz mais ainda quando combinado com o inibidor especifico da p38MAPK
(SB203580). Entretanto como as alteracbes fenotipicas foram significantes nas
pacientes, ndo excluimos uma acao inibitéria sinérgica do meio acido com a HSP27,
possivelmente, ja presente na célula.

A via da p38MAPK é importante para a diferenciacdo de mondctos em DCs.
Segundo Hercus et al. (2009), o receptor de GM-CSF é um receptor pleiotrépico em
gue sua via de sinalizacdo envolve uma familia de proteinas Jaks (quinase de
Janus) e STATs (Transdutores de sinal e ativadores de transcricdo) capazes de
ativar varios substratos como o Shc (do inglés Src homology collagen) com a
ativacdo das MAPKs. Poderando a importancia dos receptores de IL4 e GM-CSF,
supomos que por meio destes receptores pode haver a ativacdo da p38MAPK que
participa da sinalizagéo para a diferenciagdo de mondcitos em DCs. Entretanto este
mecanismo fisiolégico pode gerar uma producdo de HSP27 constitutiva, sem alterar

a capacidade de geragao de DCs competentes.
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Nossos resultados mostraram que quando as DCs de voluntarias foram
mantidas em cultura com MCF-7 ou SK-BR-3 houve a expressao de HSP27, e a
inducdo desta proteina ocorre durante a diferenciacdo, ja que, ndo foi observada
uma expresséo significativa da HSP27 nas PBMCs, tanto em voluntarias quanto em
pacientes. Desta forma, a exposicdo do mondcito ao microambiente tumoral, capaz
de ativar a via p38MAPK, associado a baixa expressédo dos receptores de IL4 e GM-
CSF pode induzir um aumento da producdo de HSP27, onde a sinergia entre a falha
na sinalizacdo pelas citocinas e a resposta ao estresse, com a sintese da
chaperona, pode alterar os mecanismos celulares de diferenciacdo, gerando DCs

com caracteristicas mais imaturas (Figura 26).

Voluntérias

+ M 1 Linfoproliferagso
1 »

Mondcito DCi DCm Linfécito

Producéo de IFN-y

Pacientes

,“" { Linfoproliferacao
+4 &
QU4 Producéo de IL10

Monbcito Linfocito

Figura 26- Esquema hipotético das interacGes dos fatores do microambiente tumoral sobre a
diferenciacdo das DCs a partir de PBMCs de voluntarias saudaveis e de pacientes
com cancer de mama.
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Outro dado que reforca a idéia do efeito do microambiente na capacidade das
PBMCs de se diferenciarem em DCs foi observado nas pacientes que tivem o tumor
removido e faziam uso do Tamoxifeno. Os resultados mostraram que, mesmo com
um rendimento inferior ao das voluntarias saudaveis, as caracteristicas fenotipicas e
funcionais apresentaram uma melhora. Entretanto o tratamento com o tamoxifeno é
um fator que néo pode ser ignorado. Assim, a cultura de DCs derivadas de PBMCs
de pacientes com cancer foi suplementada com tamoxifeno, e este, ndo corrigiu as
falhas fenotipicas ja descritas nas células de pacientes com cancer operavel. Muito
pelo contrario, no uso dos moduladores especificos de receptor de estrégeno seriam
capazes de inibir a capacidade imunoestimuladora das DCs que apresentariam um

fendtipo mais imaturo (Nalbandian et al., 2005).

Assim, as DCs sao “alvos” do microambiente tumoral, evidenciado pelas
células obtidas de pacientes com cancer de mama, que apresentaram maior
susceptibilidade aos efeitos inibitérios quando comparadas com células obtidas de
voluntarias saudaveis. Além disso, os resultados sugerem os efeitos causados pelos
fatores solUveis do tumor néo se limitam apenas a células ja diferenciadas, podendo
também interferir com as células precursoras de DCs, sendo um possivel
mecanismo de evasao interferindo com as células imunes antes mesmo de elas
chegarem ao tecido tumoral, principalmente as APCs, impedindo o desenvolvimento

de uma resposta tumor-especifica.
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- As anadlises fenotipicas de células derivadas do tumor mostraram uma
expressdo de CD83 maior que outros marcadores de DCs, e pela
imunohistoquimica, mostra a presenca delas infiltardas no tumor em regides intra e

peritumorais.

- PBMCs de pacientes com cancer de mama operavel e voluntarias saudaveis
sédo capazes de diferenciar-se em DCs em cultura suplementada com IL4, GM-CSF
e TNF-a, entretanto as DCs de pacientes apresentaram alteracdes fenotipicas e
funcionais. Estes resultados podem estar relacionados a menor expressdo de

receptores para IL4 e GM-CSF nas PBMCs de pacientes.

- DCs obtidas de PBMCs de pacientes apresentaram ateracdes fenotipicas com
menor expressao de HLA-DR, CD11c e moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86)
e CCRY7, reduz a capacidade aloestimuladora e apresenta um padrdo de citocina

imunossuperssor

- Nos ensaios de co-cultura de DCs com linhagem tumoral (MCF-7 e SK-BR-3), a
presenca da célula tumoral e seus fatores solUveis modificaram na capacidade de
maturacdo de DCs a partir de PBMCs, aumentaram a relacédo de células CD4" para

CD8" e concentracéo de IL10 na co-cultura de DCs e linfécitos alogenéicos.

- O pH acido modificou a capacidade das PBMCs se diferenciarem em DCs nas

pacientes, sugerindo maior sensibilidade a modificacédo do pH.

- O bloqueio da via da p38MAPK causou prejuizo no fenétipo e na producéo de

IFN-y nas células das voluntarias.

- A HSP27 encontra-se mais expressa nas DCs diferenciadas de PBMCs de

pacientes, podendo estar relacionado a via de ativacdo de estresse p38MAPK.
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- A auséncia do tumor nas pacientes tratadas com tamoxefeno apresentou
melhora fenotipica e funcional das DCs, entretanto, a presenca do tamoxifeno na
cultura de DCs de pacientes com tumor néo reverteu completamente as alteracoes
fenotipicas e funcionais, sugerindo que a presenca do tumor interfere na

diferenciacdo de PBMCs em DCs.

- As alteracBes fenotipicas e funcionais observadas nas DCs podem ser
provocadas pela presenca de fatores que compde o microambiente tumoral, atuando
como um fator estressante capaz de influenciar negativamente a capacidade de

geracado de DCs competentes.
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