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1 - Resumo

A quimioterapia é o tratamento padrdo para pacientes com os mais variados tipos de
cancer, (sendo o 5 Fluorouracil -5Fu- a droga de escolha no caso do cancer colorretal)
mas ela esta associada a efeitos colaterais que podem ser muito severos. A exposicao de
células tumorais a agentes antineoplasicos, em dose baixa e ndo citotéxica, pode torna-
las mais imunogénicas, enquanto que a exposi¢cdo de células dendriticas (DC) a esses
agentes antineoplasicos pode aumentar sua capacidade de induzir resposta antitumoral
in vitro. O objetivo deste estudo é verificar se o tratamento in vitro de células tumorais
MC38 com 5-Fu (dose nao citotdxica) pode induzir a expressdo de moléculas que
aumentem suas caracteristicas imunogénicas, fazendo com que elas sejam mais
facilmente identificadas pelo sistema imune. Para isso, camundongos da linhagem
C57/BI-6 foram inoculados subcutaneamente com células MC38 e sete dias depois foram
vacinados com DC sensibilizadas com antigenos tumorais obtidos a partir da lise de
células MC38 mantidas em cultura e previamente tratadas com 5-Fu, em dose nao
citotoxica (DC-5Fu), para que a performance das DC sensibilizadas pudesse ser

comparada a performance das DC selvagens.



2 - Introducao

Considerado um problema de sadde mundial e responsavel por milhées de mortes
ao redor do mundo, o cancer é atualmente uma das maiores causas de mortalidade e o
cancer colorretal (CCR) esta entre os quatro tipos mais comuns da doenga no Brasil [1] e
no mundo pode chegar ao terceiro lugar [2]. O Instituto Nacional de Cancer estimou que
0 numero de novos casos de CCR no Brasil chegara a 30 mil no ano de 2012, entre
homens e mulheres[1].

As possiveis causas da origem das neoplasias sdo inimeras e algumas delas ainda
desconhecidas. Porém, muito ja se sabe a respeito das caracteristicas presentes nas
células tumorais que as tornam tdo bem sucedidas no organismo humano, dentre elas,
sua capacidade de crescimento independente de estimulos exdgenos e seu potencial para
disseminacao metastatica [3]. Hanahan e Weinberg descreveram seis atributos bioldgicos
associados a esses fendmenos: a) sinalizagdo continua de promotores da proliferacdo; b)
evasdo de sinais inibitérios do crescimento; c) resisténcia a apoptose; d) potencial
ilimitado de divisdo e crescimento; e) angiogénese e f) capacidade de infiltracdo e
metastase [3]. Além disso, é possivel apontar também a capacidade de evasdo do
sistema imune [4] como um fator fundamental para o estabelecimento de um tumor.

No caso do CCR, a predisposicdo genética esta presente em pouco mais de 25%
dos casos (25 - 30%) [5], classificados como cancer colorretal hereditario. Entretanto, a
grande maioria dos casos de CCR sao classificados como esporadicos, indicando que além
da carga genética, outros fatores de risco devem contar para o desenvolvimento do CCR,
como idade avancada, ocorréncia de doencas inflamatérias crbnicas do intestino,
alimentacao rica em proteina animal e pobre em fibras, estilo de vida sedentério, etilismo
e tabagismo [1].

O tratamento padrdo para o CCR consiste na remocao cirdrgica do tumor e
radioterapia, associada ou ndo a quimioterapia [1]. Bosset et al demonstraram que a
quimioterapia pré-operatéria reduz o risco de progressdo da doenca em pacientes

submetidos a radioterapia [6]. O quimioterapico de escolha para o tratamento do CCR é



o 5-fluorouracil (5-FU), sendo que sua primeira utilizacdo em ensaios clinicos foi
publicada em 1957, no trabalho de Heidelberger et al [7].

Nas udltimas duas décadas, o leque de possibilidades para o tratamento do CCR se
expandiu muito; porém, as opc¢les atuais de tratamento ndo sao exatamente ideais [8].
O regime de quimioterapia tradicional, baseado na administracdo de drogas citotéxicas
em doses maximas toleraveis (ou seja, a maior dose possivel, cujos efeitos colaterais
ndo sejam incompativeis com a vida) apresenta taxas satisfatérias de estabilizacdo da
doenca e cura de pacientes [9]. Entretanto, tal regime se apresenta de forma
controversa quando confrontamos a eficacia da atividade antitumoral dos quimioterapicos
com seus efeitos colaterais, como a toxicidade observada em varios sistemas do paciente
[10]. Assim, os sintomas provocados pela adocdo da quimioterapia em regime
convencional incluem perda de peso e apetite, nauseas, fraqueza, perda de cabelo e
diarréia devido a lesdes no trato gastrintestinal, sendo este ultimo sintoma caracteristico
da infusdo em longo prazo de 5-FU [1] [11].

Um aspecto importante das drogas citotdxicas administradas em doses maximas
toleraveis é que elas podem causar imunossupressao, pois atuam sobre células em
rapida proliferacdo, sem discriminar células tumorais das células saudaveis [12],
afetando a producéo de leucécitos e prejudicando drasticamente a imunocompeténcia do
paciente. Desse modo, os pacientes sob o tratamento em regime de dose maxima
toleravel precisam de longos intervalos (cerca de 3 semanas) entre a aplicagdo do agente
antineoplésico para se recuperarem dos efeitos adversos ocasionados pelo tratamento.
Tais intervalos, entretanto, podem ser também aproveitados pelas células tumorais para
seu crescimento, favorecendo o aparecimento de variantes resistentes ao tratamento.

Nesse contexto, comegou a ser proposto um novo regime de tratamento
quimioterapico, denominado quimioterapia metronémica, cujo nome faz referéncia a
administracdo continua de baixas doses de quimioterapicos, sem a necessidade de longos
periodos de pausa ente um ciclo e outro, evitando a recidiva de células tumorais
resistentes ao tratamento [10]. O alvo principal deste regime de tratamento seriam as

células endoteliais que compdem a parede dos vasos sanguineos presentes no tumor,



impedindo a angiogénese [13] e consequentemente, prejudicando o crescimento do
tumor.

A ciclofosfamida, um quimioterapico tradicional utilizado no tratamento de
inmeros tipos de tumores, quando usada em doses baixas e continuas, tem acao
altamente imunomodulatéria, através da inducdo da producdo de IFN-y e consequente
polarizacdo da maturacdo de células T auxiliares (Th) para um fenétipo antitumoral Th1l.
Observa-se estimulacdo de linfocitos T citotoxicos (CTL) tumor-especificos, além da
modulacao positiva de células dendriticas (DCs) e deplecdo da populacdo de células T
regulatdrias [14]. Desse modo, grande parte da acdo do quimioterapico em regime
metrondmico ndo se baseia na inducdo de toxicidade em células tumorais, mas sim na
restauracdo e modulacdo positiva dos mecanismos imunoldgicos antitumorais que sao
drasticamente prejudicados durante a progressao do céncer. A baixa toxicidade e o
sucesso na estimulacdo da imunidade antitumoral abrem campo para a utilizacdo desta
estratégia em conjunto com outras formas de terapia, principalmente abordagens
imunoterapéuticas, buscando a¢des sinérgicas entre os dois tratamentos.

Tanto a resposta imune humoral quanto a celular contribuem para a eliminacéo de
células tumorais. Porém, na maioria dos casos a regressdo do tumor esta relacionada a
resposta celular [15]. Células do sistema imune como as apresentadoras de antigenos
(APCs), as Th e as CTL apresentam, dentro da imunidade antitumoral, interacdes
importantissimas e € nestas interagcbes que se baseia a imunoterapia [16].

O processo de inducdo a imunidade antitumoral pode ser descrito em trés
eventos: a) apresentacdo de antigenos tumor-associados; b) selecdo e ativacdo de
células T especificas, bem como de efetores néo-especificos e c) estabelecimento das
células T especificas na regido do tumor, levando a eliminacdo de células tumorais [17].

Células tumorais podem expressar antigenos em sua superficie e as APCs
processam, externalizam e os disponibilizam para reconhecimento por parte das células
T, iniciando uma resposta celular adaptativa. Entre as APCs profissionais, as DCs
possuem Vvarias caracteristicas que as tornam as apresentadoras mais eficientes para o

desencadeamento de uma resposta imune protetora.



As DCs foram descritas pela primeira vez como células de Langerhans, residentes
da pele, em 1868 [18] e pouco se sabia sobre suas funcfes e sua importancia na
imunidade. Quando localizadas nos tecidos como pele e 6rgaos linfoides, elas apresentam
uma morfologia muito caracteristica, que é a presenca de prolongamentos ou processos
citoplasmaticos, os quais lhes conferem um formato estrelado [18]. Hoje, sabe-se que
elas sdo um conjunto extremamente complexo de células mielo-derivadas CD347[19],
que podem ser encontradas em todos os tecidos do organismo, onde exercem seu papel
de sentinelas do ambiente, apresentando os diversos antigenos capturados para células
da imunidade adaptativa [20] fazendo, entdo, o link entre a imunidade inata e a
adaptativa [21]. Em investigac¢des iniciais sobre a funcdo das DCs acreditava-se que elas
eram exclusivamente imunogénicas, mas com o aprimoramento do conhecimento sobre
estas células, concluiu-se que elas possuem um papel ambiguo, estimulando tanto a
iniciacdo de uma resposta imune quanto sua regulacdo, assumindo um carater
tolerogénico [19]. Michielsen et al (2012) [22] demonstraram que no céancer,
especificamente, as DCs infiltrantes no sitio tumoral parecem ter sua acdo imunogénica
extremamente prejudicada, através da inibicdo de seu desenvolvimento ou de suas
fun¢des normais, por fatores secretados no microambiente tumoral, como a interleucina
10 (IL-10). O mesmo grupo observou que DCs tratadas com meio de cultura proveniente
de uma cultura de 72 horas de células tumorais apresentaram diminuicdo da expressao
de marcadores de superficie caracteristicos do processo de maturagdo, além de
apresentarem uma producdo diminuida de IL-12 quando sensibilizadas com
lipolissacarideo [22].

Para as células T (CD8" e CD4"), é primordial o contato com uma APC para que se
tornem linfocitos efetores antigeno-especificos e iniciarem uma resposta adequada [20].
No geral, dependendo da condicdo de captura destes antigenos, as APCs irdo interagir
com subpopulac¢des diferentes de células T, utilizando moléculas especificas, as moléculas
do complexo de histocompatibilidade (MHC). Quando um antigeno é capturado do
ambiente extracelular, ele entra na APC através da via endocitica, para ser processado e

apresentado na forma de complexo peptideo-MHC de classe |l na superficie da APC, e



assim estara disponivel para reconhecimento por parte dos células T CD4™ ou Th [18].
No caso de infec¢cdes virais e células transformadas, onde a fonte do antigeno é
intracelular, ele serd processado e apresentado na superficie da célula em conjunto com
0 MHC de classe I, para reconhecimento pelas células T CD8" [23], que se tornardo
linfécitos T citotéxicos (CTL). Neste contexto, as DCs possuem uma ferramenta exclusiva
que lhes confere alta eficiéncia na apresentacdo de antigenos, a cross-presentation. Com
ela, DCs sao capazes de apresentar antigenos extracelulares em sua superficie através
do MHC de classe I, interagindo com os linfécitos T CD8" e promovendo sua acio
citotoxica [23]. Além disso as DCs conseguem, em pequeno ndmero, primar uma grande
quantidade de linfécitos T, exigindo baixa concentracdo de antigenos para fazé-lo [18].

As DCs podem ser divididas em duas categorias de acordo com o grau de
desenvolvimento: imaturas e maduras [19]. Quando imaturas, as DCs sao eficientes
captadoras e processadoras de antigenos e sdo encontradas preferencialmente nos
tecidos periféricos [19] mas ndo possuem sinais co-estimulatérios como os marcadores
de superficie CD40, CD54 e CD86, necessarios para a interacdo com linfécitos e a
geracdo de CTL antigeno-especificos [18]. A interacdo com um antigeno tem a
capacidade de ativar uma DC imatura, provocando mudancas fenotipicas como o
aumento da expressdo das moléculas co-estimulatérias citadas acima, aumento da
expressdo de MHC de classe Il [20] e aquisicdo da molécula CCR7 [24], que confere a
DC a capacidade de migragcdo para 6rgaos linféides [19], onde elas irdo interagir com
diversas células do sistema imune, como linfocitos T, e orquestrar o inicio de uma
resposta tanto antigeno-especifica por parte dos CTL como também direcionar o
desenvolvimento de células Th para um fenétipo Thl [19].

Finalmente, através de sua refinada maquinaria de apresentacdo de antigenos, as
DCs sdo as células chaves na iniciacdo da resposta imune, uma vez que parecem ser
imprescindiveis na estimulagédo de linfocitos T naive, além de agir sobre sua modulagéo.
Existem, no microambiente tumoral, CTL tumor-especificos, mas ha poucas evidéncias de
que estas células estejam sendo ativadas; entretanto, a acdo destes linfocitos parece ser

acentuada quando as DCs sdo expostas a antigenos tumorais ex vivo e com sua posterior



administracdo na forma de vacina [18]. A estimulacdo da comunicacdo entre as DCs e as
células T tem o potencial de aumentar a resposta antitumoral [25]; assim, a utilizacdo de
vacinas de DCs se mostra uma abordagem promissora no tratamento do cancer.
Entretanto, a estratégia de sensibilizacdo das DCs e a natureza dos antigenos utilizados
para tal, sdo provavelmente os parametros mais importantes a serem analisados [17].

Existem muitos métodos de sensibilizagdo das DCs para producdo de vacinas,
como a utilizacdo de peptideos, células tumorais em apoptose, RNA tumoral [17], entre
outros. Dentre as metodologias existentes, o uso de lisato de células tumorais tem sido
constantemente descrito, configurando-se como uma das estratégias mais comuns de
sensibilizacdo de DCs [26]. Li et al. ja documentaram que a vacinacdo com DCs mielo-
derivadas sensibilizadas com lisato de células tumorais induziu resposta especifica ex
vivo, por parte das CTL, em uma linhagem de células de tumor gastrico murino [27].
Também foi demonstrado que a vacinagdo com DCs sensibilizadas com lisato de células
tumorais induziu resposta especifica de CTL no caso da linhagem CT26 de céncer de
c6lon murino [16]. De fato, a utilizacdo de lisato de células tumorais como ferramenta
para sensibilizar DCs apresenta muito potencial, pois mimetiza processos fisiolégicos
através dos quais um tumor induz resposta imune in vivo [16], especifica para cada
individuo e tipo tumoral.

Visto que a quimioterapia € uma constante para a grande maioria dos pacientes,
sua interacdo com a imunoterapia tem sido amplamente investigada. Em particular, os
efeitos imunomodulatérios associados ao uso da quimioterapia de baixa dose também
tem requerido o estudo de sua interacdo com a imunoterapia. Assim, na tentativa de
maximizar os beneficios do quimioterapico, minimizar seus efeitos adversos e aprimorar
a resposta antitumoral do paciente, diversas vacinas imunoterapéuticas de DCs tém sido
propostas e administradas em conjunto com a quimioterapia em baixas doses. De fato,
muitos grupos ja demonstraram a vantagem do tratamento aliando estes dois elementos,
em contraste com a monoterapia. He et al (2011) demonstraram que a associacdo entre
uma vacina de células tumorais de préstata murina modificadas em sua superficie para

expressarem GM-CSF e baixas doses de paclitaxel gerou melhor resposta de sobrevida e



de infiltracdo de CTL no sitio tumoral quando comparado a administracdo de GM-CSF
sozinho [21].

Apesar dos bons resultados obtidos pela terapia metrondmica em pacientes que
ndo toleram a terapia convencional, o uso prolongado das drogas antineoplasicas,
mesmo em baixa concentracdo, pode determinar quadro de imunossupressdao [9],
fazendo-se necessario estabelecer um regime de tratamento que garantisse a integridade
da imunocompeténcia do paciente e que fosse capaz de modular positivamente o
funcionamento do sistema imune. Por essa razdo, a capacidade dos quimioterapicos de
modular o funcionamento do sistema imune tornou-se um atributo com alto potencial
terapéutico e deve ser investigado mais profundamente.

Kaneno et al. (2011) demonstraram que o tratamento in vitro de células de tumor
de colon humano com uma concentracdo néo citotdxica de agentes antineoplasicos
aumentou a expressdo de genes ligados a imunogenicidade tumoral, como aqueles
relacionados as proteinas de choque térmico ou a antigenos tumor-associados e
aumentou a expressdo de componentes da maquinaria de apresentacdo de antigenos
ligada ao MHC de classe I; além disso, quando DCs humanas foram pulsadas in vitro com
lisato de células tumorais tratadas com a dose nao citotéxica dos quimioterapicos, foram
capazes de induzir mais eficientemente a geracdo de CTL tumor-especificas [28].
Finalmente, foi observado também que o tratamento de DCs, segundo o mesmo regime
de quimioterapicos, aumentou a expressao de marcadores de superficie como CD-83 e
CD-40, sugerindo um aumento do estimulo & maturacgao e a interacdo com células T [9].

Tanto a modulacédo positiva das DCs quanto o aumento da imunogenicidade das
células tumorais sugerem que tal regime de tratamento pode ser muito util na
restauracdo da funcdo das DCs in vivo em pacientes imunocomprometidos ou na
incorporacdo da técnica a elaboracdo de vacinas de DCs mais eficazes. Entretanto, é
necessario verificar se tal fendbmeno ocorre in vivo, para que o protocolo adotado

apresente potencial de uso terapéutico.



Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar se o tratamento in vitro de
células de tumor colorretal murino MC38 com 5-Fu, em dose néao citotoxica, favorece as

DCs no estabelecimento de uma resposta antitumoral em animais portadores de tumor.



3 - Delineamento experimental

Camundongos C57/BI-6 foram subcutaneamente implantados com cerca de 5 X
10° células MC-38. Dez dias apdés a implantagdo do tumor, os animais foram tratados
com vacinas de DCs sensibilizadas com antigeno sollvel proveniente do lisato de células
tumorais pré-tratadas com doses ndo toxicas de 5-FU (inoculagdo peritumoral). A
aplicacdo da vacina foi repetida pelo menos 2 vezes em intervalos de 15 dias. Os animais
foram acompanhados para avaliacdo clinica e evolucdo do crescimento tumoral através

da medida do didmetro até o 30° dia pds-implantacgéo.

4 - Material e métodos

4.1 - Cultura de células tumorais e preparacédo do antigeno tumoral (lisato)

Células de cancer de colon murino MC-38 foram mantidas em cultura em meio
apropriado a 37° C, sob tensdo de 5% de CO,. As células foram tratadas com 5-
fluorouracil (5-FU) em dose ndo téxica (DNT - 0,05 pM) por 48 horas. Apds esse periodo,
as células foram recolhidas por descolamento com solugcdo de tripsina, e congeladas a -
80 °C. As células foram lisadas por descongelamento rapido em banho-maria a 37 °C,
seguido de congelamento rapido em nitrogénio liquido. O procedimento foi repetido 5
vezes e as células foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos. O lisato,
sobrenadante resultante da centrifugacdo, foi recolhido e congelado. Também foram
preparados lisatos de células ndo tratadas com a droga. O volume de lisato foi
quantificado quanto ao teor proteico utilizando solucdo de BSA como padréo. O lisato foi
usado para sensibilizacdo das DCs, por 24 horas, utilizando 100 microgramas de proteina

para 1x10° DCs, o que corresponde a proporc¢édo de 5 células tumorais para 1 DC.



4.2 - Modelo murino

Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. com 5 x 10° células MC-38,
derivadas de tumor de colon murino. O crescimento tumoral foi acompanhado pela
medida de seu diametro no 7°, 14°, 24° e 30° dias. Os animais foram inoculados na
regido peritumoral com as vacinas de DC sensibilizadas com lisato de células tumorais
pré-tratadas com 5-FU, 10 dias ap6s a implantacdo das células tumorais, com repeticao
do tratamento apds 7 e 14 dias. Os animais tratados e respectivos controles foram

sacrificados 30 dias pés-implantacéao.

4.3 - Geracado de vacinas de células dendriticas murinas

Células dendriticas murinas foram geradas a partir de precursoras isoladas da
medula 6ssea dos fémures e tibias de um camundongo normal. Apés lavagem e lise de
hemacias presentes na suspensdo, linfécitos T e B foram depletados pelo uso de
anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-B220 e complemento. A suspensao celular foi entdo
cultivada em placas de 6 alvéolos por 18 horas, a 37° C, sob tensdo de 5% de CO2. Apo6s
esse periodo, as placas foram lavadas para recuperacao das células ndo-aderentes, que
foram cultivadas em placas de 6 alvéolos na presenca de 40 ng/ml de IL-4 e GM-CSF por
6 dias. As DC imaturas foram cultivadas com antigenos tumorais solUveis de células

tumorais (MC-38) pré-tratadas com 5-FU, em dose nao toxica.

4.4 - Fenotipagem das DCs

DCs obtidas no 6° dia de cultura (DCs imaturas) foram avaliadas por citometria de
fluxo quanto a expressdo dos marcadores de ativagdo e maturacdo. Assim, as
suspensfes celulares foram lavadas, ressuspensas em PBS e distribuidas em tubos de
polipropileno para citometria (BD). A marcacdo e andlise por citometria foi realizada
como previamente descrito por Tourkova et al [29]. Anticorpos monoclonais para 0s
marcadores de MHC-II, CD86, CD40 e CD11c conjugados com FITC ou PE foram

adicionados a suspensdo de DC e incubados por 30 min a 4°C. FITC-lgG e PE-IgG

murinos foram usados como controles isotipicos. Os dados foram analisados pelo Cell



Quest e WIinMDI e os resultados expressos em intensidade de fluorescéncia média (MFI)

e porcentagem de células marcadas (%6).

4.5 - Avaliacdo dos linfécitos T citotéxicos (CTL) gerados
4.5.1 - Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio foi realizado tomando-se como células efetoras esplendcitos obtidos dos
animais portadores de tumor, submetidos ao tratamento com a vacina de DC. A atividade
citotoxica da suspensao de CTLs gerados in vivo foi determinada através de ensaio de
MTT. Brevemente, 100 microlitros de células tumorais (1x10°/ml), foram distribuidas em
placas de 96 alvéolos de fundo plano e incubadas por 24 h. O mesmo volume de células
efetoras foi adicionado aos alvéolos (em triplicatas), nas proporcdes efetora:alvo de 50:1
a 6:1. Os controles de lise maxima e espontanea foram preparados com células-alvo
incubadas com meio completo ou 10 microlitros de tampé&o de lise, respectivamente.
Apéds 4 horas de incubacdo em estufa de CO,, os alvéolos foram lavados 3 vezes com 100
microlitros de meio completo para remocédo dos linfécitos e fragmentos de células lisadas,
seguido da adi¢cdo de 100 microlitros de solucdo de MTT a (1 mg/ml, Sigma) e incubacgéo
por 90 minutos adicionais. Ao final desse periodo, a placa foi centrifugada e o
sobrenadante aspirado com uma pipeta multicanais. Cem microlitros de dimetilsulféxido
(DMSO) foram adicionados a cada alvéolo e gentilmente homogeneizadas para dissolucao
dos cristais. Ap6s 5 min a temperatura ambiente, a placa foi lida em um leitor de ELISA

usando o comprimento de onda de 540nm.

4.6.2 - Quantificacdo da producédo de IFN-y e IL-10

Para verificar a capacidade de producdo de citocinas in vitro, foi feita uma co-
cultura de linfécitos T dos animais tratados e MC-38. Apds 24 horas, o sobrenadante foi
recolhido e congelado para posterior andlise. A quantificacdo de IFN-y e IL-10 foi
realizada com o kit ELISA MAX™ Deluxe Set da empresa BioLegend, conforme instrucées

do fabricante.



4.7 - Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pela aplicacdo da analise de variancia
(ANOVA), seguida de andlise de grupos multiplos pelo teste de Tukey. Para os grupos de
resultados que néo passaram pelo teste de normalidade, foi aplicado teste né&o-
paramétrico de Kruskal-Wallis. As diferencas entre os tratamentos foram consideradas

significantes quando a probabilidade de erro foi menor que 5% (p<0.05).



5 - Analise de Resultados

5.1 - Sobrevida e evolucdo tumoral

Os camundongos foram divididos em 4 grupos: DC-5Fu; DC-WT; DC e PBS. O
grupo DC-5Fu recebeu vacina de DCs sensibilizadas com lisato de células MC-38 pré-
tratadas com 5-Fu; o grupo DC-WT recebeu DCs sensibilizadas com lisato ndo tratados
com a droga; o grupo DC recebeu DCs néo sensibilizadas com lisato e o grupo PBS
recebeu somente solucdo salina. A medicao dos tumores foi feita nos dias de vacinacéo
e no dia do sacrificio, utilizando a férmula: (d1+d2/2)? x II, onde d1 e d2 sdo medidas de
didmetros opostos e I =3,14. A evolu¢do da &rea tumoral calculado nas diferentes
medicdes estd apresentada na Figura 1.

Observa-se que o tratamento com a vacina DC-5Fu retardou a evolucdo do tumor
nos animais, quando comparado ao controle, desde a primeira aplicacdo. Observa-se
também que a vacina DC-WT teve efeito protetor menor que DC-5Fu, indicando que o
pré-tratamento das células tumorais com o antineoplasico favorecem a eficacia da
vacina. Para nossa surpresa, 0os animais tratados com DC nao sensibilizadas, tiveram

reducdo de 100% da massa tumoral ao 30° dia.
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Figura 1: Evolucdo do volume tumoral subcutaneamente implantado em animais



C57BI/6, durante os 30 dias de tratamento com vacinas DC. Dados representativos de 3

experimentos independentes (n=4).

5.2 - Fenotipagem das células dendriticas

Em vista dos resultados obtidos, avaliamos o perfil fenotipico das DCs submetidas

aos diferentes tratamentos (6° dia de cultura). A analise dos marcadores CD11c, CD40,

CD86 e MHC-II, mostra que os tratamentos n&o induziram diferenca relevante na

expressao desses marcadores. Chamou-nos a atencéo, o fato de que mesmo as células

nado sensibilizadas expressaram niveis elevados dos marcadores de ativacdo/maturacao

CD40, e CD80, como pode ser observado na Figura 2.
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5.3 - Ensaio de Citotoxicidade

Para avaliar o desenvolvimento de células citotéxicas especificas, esplenécitos
dos animais portadores de tumor foram adicionados a uma monocamada de células MC-
38, cultivadas em placa de 96 alvéolos. Os resultados ilustrados na Figura 3 indicam que
os esplendcitos do grupo tratado com a vacina DC-WT tinham capacidade litica
aumentada nas duas primeiras propor¢cfes, mas esta tendéncia ndo se manteve nas

demais. Ndo houve diferenca entre os grupos tratados com a vacina DC, DC-5FU e o

controle.
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Figura 3: Atividade citotoxica de esplendcitos de animais portadores de tumor sobre
células tumorais MC-38. Andlise realizada por ensaio de metabolizacdo do MTT, aos 30

dias de implantacdo tumoral. N=4.

5.4 - Efeito das vacinas sobre a producdo in vitro de IFN-y e IL-10 por esplendcitos
desafiados com células tumorais.

O passo seguinte foi avaliar a capacidade de producdo de IFN-y e IL-10, por parte
dos esplendécitos dos animais estudados. Como pode-se observar na Figura 4A, o
tratamento com a vacina DC-5FU induziu a producao de niveis mais elevados de IFN-y

que os demais grupos. Em relagdo a producédo de IL-10, embora o grupo DC-5-FU tenha



produzido niveis ligeiramente mais elevados que os demais, a diferenca nao foi

estatisticamente significante (Figura 4B).
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Figura 4: Producdo in vitro de citocinas pelos esplenécitos de animais portadores de

tumor tratados com as diferentes vacinas. Analise realizada no sobrenadante de cultura

de esplendcitos desafiados com células tumorais. A) quantificagdo de IFN-g; B)

quantificacdo de IL-10. *p<0,05 em comparacdo com os demais grupos. Dados

representativos de 3 ensaios independentes. N=4.




6 — Discussao

O cancer vem se tornando um problema de salde publica cada vez mais grave. As
estratégias de tratamento disponiveis atualmente estdo longe de ser ideais. O regime de
quimioterapia tradicional € um tratamento bem estabelecido e apresenta resultados
satisfatérios de regressdo tumoral, porém os efeitos colaterais do uso dos
quimioterapicos em doses maximas toleraveis podem ser extremamente graves
prejudicando a qualidade de vida dos pacientes e diminuindo a eficacia do tratamento.
Sendo assim, estudos que busquem estratégias inovadoras para o tratamento do cancer
sdo extremamente importantes para o aperfeicoamento do cuidado ao paciente.

Observamos previamente que os agentes antimicrotibulos vincristina, vinblastina
e paclitaxel (PAC) ou os antimetabdlitos 5-aza-2-deoxicitidina e metotrexato induziram
aumento na expressdao de moléculas CD83 e CD40. A expressdao da molécula co-
estimulatéria CD80 foi reforcada pelo tratamento com vinblastina, paclitaxel, azacitidina,
metotrexato e mitomicina C. Além disso, a azacitidina, o metotrexato e a mitomicina C
aumentaram a habilidade das DCs em estimular a proliferacdo de linfécitos T alogénicos
[9]. Além disso, a incubacéo de linfécitos T com DCs sensibilizadas com células tumorais
pré-tratadas com paclitaxel resulta na geracdo de CTL com maior atividade citotoxica
especifica que o grupo controle e que o pré-tratamento tornou as células tumorais mais
sensiveis a acao das CTL [28].

Assim, considerando que o 5-FU é o agente antineoplasico de escolha para o
tratamento de pacientes com céancer colorretal, no presente trabalho procuramos
verificar se o tratamento in vitro de células neoplasicas murinas MC-38 com essa droga
aumenta sua imunogenicidade e se a utilizacdo de lisatos destas células favoreceria a
atividade antitumoral das DCs em animais portadores de tumor.

A vacina DC-5Fu promoveu regressao tumoral de aproximadamente 80%, quando
comparada ao controle. Além disso, os esplendcitos dos animais portadores de tumor
tratados com esta vacina produziram maior quantidade de IFN-y quando desafiados com

células MC-38 in vitro. Tais resultados indicam que, de fato, o tratamento das células



tumorais com baixas concentracdes de 5-Fu parece aumentar sua imunogenicidade e
favorecer o estabelecimento in vivo de uma resposta antitumoral mais eficiente.

Observamos que as DC, por si sO, foram suficientes para retardar o crescimento
tumoral, sem necessidade de sensibilizacdo prévia com antigenos tumorais. Este achado
Nnao causa surpresa, Visto que outros autores ja relataram achado semelhante em alguns
grupos experimentais. Imaginamos inicialmente que as DC administradas nesses animais
sofressem maturacdo in vivo, capturando e processando antigenos tumorais relevantes,
propiciando um ambiente de resposta imune que se sobrepusesse ao estado de
imunossupressao estabelecido pelas células tumorais. Entretanto, a fenotipagem dessas
células indica que mesmo aos 6 dias de cultura e sem a inclusdo dos lisatos tumorais, as
DC mostraram niveis de expressédo de CD 40, CD80 e MHC Il similares as células
sensibilizadas. Os esplendcitos dos animais deste grupo apresentaram capacidade litica
semelhante ou levemente maior do que os de animais tratados com as DCs
sensibilizadas, observacdo compativel com a protecao alcancada.

A eficiéncia da sensibilizacdo de DCs com lisatos totais de células tumorais néo é
uma unanimidade. De fato, alguns autores observaram que os lisatos podem ter um
papel inibidor da acdo de DCs, especialmente quando a carga antigénica é muito elevada,
determinando um estado de supressdo do papel apresentador. Nesse sentido, Jackson et
al (2008) [30] observaram, em DCs humanas e murinas em desenvolvimento, que o
tratamento das DCs com lisato de células de melanoma reduziu a ativacdo da via p38
MAPK (Proteina kinase ativada por mitégeno). Tal via é ligada a regulacdo positiva da
maturacdo das DCs e da producédo de IL-12, com consequente melhora da resposta Thl.
Por outro lado, essa via aumenta a funcdo de p44/42, proteinas ligadas a regulagédo
positiva da producdo de IL-10 [30], que induz a queda na expressdo dos marcadores
CD40, CD80 e CD86 (marcadores de ativacdo e maturacdo), queda da secrecédo de IL-12
e aumento da producéo de IL-10 [30].

Nossos resultados sdo compativeis também com outros estudos recentes do grupo
que tém mostrado que DCs transfectadas com RNA de células pré-tratadas com 5-FU ou

PAC retardam o crescimento tumoral in vivo, nesse caso, concomitantemente com



aumento da expressao de CD40, 86 e MHC Il nas células do grupo 5-FU (dados néo
publicados). Essa concordancia também se aplica a observacdo de que a administracao
combinada de baixas concentracbes de 5-FU e vacinas DC sensibilizadas com lisato
tumoral leva a regressao tumoral completa em 75% dos animais (dados nao publicados).

Assim, ainda que a caracterizacdo in vitro da resposta imune induzida pelas
vacinas DC nédo tenham sido elucidativas, nossos resultados indicam que os fendbmenos
observados in vitro em trabalhos prévios, podem estar atuando in vivo, favorecendo o

uso de quimioterapicos em baixas doses para a modulacdo da resposta imune.
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