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CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA

Redigido de acordo com as normas da revista “Critical Reviews in Oncology/ Hematology”.



Immunomodulatory role of heat shock proteins

induced by antineoplastic agents
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the main causes of death worldwide and its conventional
treatment is based on surgery, cytotoxic chemotherapy and radiotherapy, or a combination of
these therapeutic modalities. The main chemotherapeutic agents for fighting CRC are
metrotexate, 5-aza-2-deoxycitidine, taxans and 5-fluorouracil. Usually, their administration is
based on maximum tolerable doses, but it has been shown that low concentrations of most of
these drugs upregulate the immune system, both enhancing the immune responsiveness and
increasing the immunogenicity of tumor cells. These features are associated with translational
changes of a couple of genes, among them, there is an increased expression of heat-shock
proteins (HSPs). Although the expression of HSPs may represent an adaptive response of
tumor cells to the drug-induced damages, there is evidence that some of these proteins are
fundamental for antigen processing and presentation by antigen-presenting cells. Then, in the
present review we aimed to show that increased expression of HSPs by drug-treated tumor
cells may be favorable for the development of an effective immune response, and that this
phenomenon should enhance the combinatory schedules of chemotherapy and

immunotherapy.
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1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third main cause of death worldwide [1] and about 142,820
new cases and 50,830 deaths are expected in 2013 in the United States [2]. In Brazil, as well
as in other western developing countries, this disease reaches the third position among the
most frequent cancer with 30,000 cases in 2012, following prostate and lung cancer in men,
and breast and cervix in women [3].

CRC can be classified as familial or sporadic disease. About 15-25% of the patients
develop the inherited familial form whereas the majority presents with the sporadic form (75-
85%) [4]. Therefore, besides the genetic predisposition for CRC many other risk factors
contribute for the development of this disease. Indeed familial history of CRC is strongly
influenced by the occurrence of bowel inflammatory diseases, smoking, low physical activity,
high body mass index, high red meat intake, low intake of vegetable and fruits [5] and high
alcohol intake [6].

The conventional treatment for CRC is based on three modalities of therapy: surgery,
cytotoxic chemotherapy and radiotherapy [7]. The surgical resection of the primary tumor is
effective for several types of cancer, however immune suppression induced by pre and post-
surgery stress is a commonly observed clinical complication [8-10]. Chemotherapy and/or
radiotherapy are usually complementary to surgery aiming to eliminate residual tumor cells.
However, they frequently promote deep myelosuppression that can affect the normal
functions of the immune system, impairing both the innate and adaptive immunity [11].

The main chemotherapeutic agents for CRC are metotrexate and 5-aza-2-deoxycitidine
(anti-metabolites), paclitaxel (PAC) and docetaxel (anti-microtubules taxans), 5-fluorouracil
(fluoropyrimidine), doxorrubicin (topoisomerase inhibitor), and cisplatin (platinum agent)

[12-14]. PAC is one of the main antitumor drugs developed in the last two decades and its
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efficacy has been confirmed for the treatment of breast, ovarian and gastric cancer [15]. Its
antitumor effects are attributed to the suppression of microtubules dynamics and consequent
impairment of the cell division process [16].

For metastatic diseases and non-operable tumors, the maintenance of cytotoxic
chemotherapy is the main therapeutic option [17]. Usually, the therapeutic schedule consists
in the administration of the maximum tolerable dose (MTD) of a cytotoxic agent, aiming the
elimination of the highest number of tumor cells [18]. Although this strategy is largely used,
the variety and intensity of collateral effects due to the drug toxicity, as well as the rising of
drug resistant tumor cell variants, must be considered for this kind of treatment. Among the
most commonly observed side effects we can cite gastrointestinal disorders, liver disorders,
reduction of leukocytes number, thrombocytopenia, increased risk of infection and bleeding,
arthralgia, damage to cardiovascular and nervous system and hair loss [19-22]. The deep
myelosuppression and the extreme collateral effects in some patients require the drug
administration being followed by three to four-week intervals, allowing the normalization of
neutrophils, lymphocytes, macrophages and dendritic cells (DCs). However, during this
recovering period drug-resistant tumor cells take advantage of the host immune suppression
and low levels of cytotoxic agents to adapt and grow, enhancing the chances of cancer relapse

[23].

2. Immunomodulation with low concentrations of chemotherapeutic agents

Some patients do not resist the collateral effects associated with the administration of MTD
of antitumor drugs. These people can be submitted to an alternative schedule called
metronomic chemotherapy, based on the administration of a much lower concentration of

antineoplastic agents (10-33% of MTD), in a more frequent schedule in order to keep the

15



serum levels of the drug and reduce the collateral effects. Moreover, such low doses are able
to inhibit angiogenesis at the tumor site, as well as preserve the activity of immunocompetent
cells [7, 24, 25].

How metronomic chemotherapy works is not completely understood, but one of the main
targets are the endothelial cells, which take part in the tumor neoangiogenesis. These cells are
more sensitive to the cytotoxic activity of antineoplastic drugs than tumor cells themselves.
Therefore, low dose can be enough to impair angiogenesis, and inhibit the tumor growth [7].

Shurin et al. [26] have observed that contrasting with MTD, low nontoxic levels of
chemotherapeutics such as PAC, doxorubicin, mitomicin C and methotrexate up regulate the
antigen presenting function of murine DCs in vitro. The authors observed that drug-treated
DCs showed increased ability to present ovalbumin epitopes for anti-OVA T hybridoma, and
that such a phenomenon is associated with the upregulation of the major histocompatibility
complex (MHC) class I antigen processing machinery (proteasomes LMP7 and 10,
calmodulin 2, MBI, tapasin, TAP and calnexin). In addition, this upregulatory effect was
shown to be dependent on the increased production of interleukin-12 (IL-12) [26]. This group
has also observed that human monocyte-derived DCs are up regulated by the exposure to
nontoxic concentrations of selected antitumor agents such as PAC, azacytidine, vinblastin and
doxorubicin, enhancing their maturation and antigen-presenting function [13].

Other authors have demonstrated that administration of low dose cyclophosphamide in
tumor-bearing mice enhances DCs activity. In such a condition this agent seems to promote
the preferential elimination or suppression of regulatory T cells, which facilitates the
development of an efficient immune response [27]. Then, as recently reviewed by Nars &

Kaneno [28], low density therapy enhances the maintenance or even the upregulation of the
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immune response. It points for the feasibility of the combinatory approaches using
antineoplastic agents and immunotherapy with DCs.

DCs are the main professional antigen presenting cells [29], that evolve from bone marrow
myeloid precursor [30], and can be found in most tissues [31]. Immature DCs show high
ability of antigen intake and processing and, are efficiently driven by chemotactic signals to
lymphoid organs. In such sites, mature DCs efficiently present antigens for T lymphocytes. In
fact, DCs have the singular ability to present antigens for naive T cells, being fundamental for
triggering the immune response [32]. Reduced antigen processing capacity, increased
expression of MHC, increased expression of costimulatory and adhesion molecules,
expression of cytokine receptors, and reorganization of the cytoskeleton are the main
features of DCs maturation [33]. This maturation step is crucial for an efficient induction of T
cell response; otherwise the immune response can be negatively modulated. In fact, DCs can
be found in the tumor site, but there is only a low frequency of mature cells, mainly in
metastatic tumors [34], with prevalence of immature or tolerogenic DCs [35].

DCs constitutively have both class I and class I MHC molecules. Tumor antigens
endocytosized by these cells are regularly processed by the endocytic route for presentation of
peptides in association with MHC II molecules. However, DCs have the unique ability of
associating exogenous antigens peptides to MHC I molecules through cross priming or cross-
presentation [36-38].

The central role of DCs on antigen presentation and induction of antitumor immunity
supported the proposals of DCs-based therapeutic antitumor vaccines, aiming to stimulate the
proliferation of a large number of specific CD8+ effector cells, as well as break the

immunosuppressive status at the tumor microenvironment [39, 40]. Although this kind of
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therapy shows promising results, clinical results indicate the necessity of optimized
approaches in order to increase its success [41].

Concerning to this, the antigen choice and antigen loading method are two fundamental
variables to be considered for the in vitro generation of therapeutic DCs vaccines. Then, the
approaches include the use of tumor cell lysates [42, 43], tumor antigen peptides [44, 45],
heat-shock proteins (HSPs) [46], nucleic acids [47-49], and the generation of DC:tumor
hybridomas [50, 51].

DCs migration and maturation can be influenced by the activation of Toll-like receptors
(TLRs) [52, 53]. These receptors are among the main pattern recognition receptors (PRR)
and are able to recognize common microorganism components, and activate and induce
cytokine production by DCs, thus establishing a bridge between the innate and adaptive
immune responses [54, 55]. For tumors, DCs TLRs are able to link to “danger signals”
(alarmins), such as HSPs [56], the high mobility-group box 1 (HMGB1) [57] and calreticulin
[58].

Usually the administration of high concentrations of chemotherapeutic agents induce
tumor cell apoptosis or necrosis and the resulting dead cells are considered non-immunogenic
or weakly immunogenic [58], hindering the development of a specific antitumor immune
response. An inefficient antitumor responsiveness facilitates the survival of drug-resistant
populations of tumor cells, which may be one of the explanations for the absence of
spontaneous specific immune response in patients submitted to conventional MTD therapeutic
schedule. Although almost all patients included in immunotherapeutic protocols have been
submitted to chemotherapy, just recently the association of these two modalities of treatment
has been systematically studied, showing that the previous or concomitant administration of

low dose chemotherapy does not interfere with the efficiency of immunotherapy [59-62].
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Oxaliplatin [63] and antraciclin [64] are able to induce immunogenic death of tumor cells,
which is featured by the pre-apoptotic expression of calreticulin [58] and pos-apoptotic
expression of HMGBI1 [58]. Calreticulin is one of the components of the antigen processing
machinery that is usually found at the endoplasmic reticule vesicles. However, treatment with
such drugs induces its transportation to the cytoplasmic membrane and expression on cell
surface [58], working as an important danger signal to be recognized by DCs and for
activation of the immune system. On it turn, HMGBI is a nuclear component associated with
non histone chromatin [57], which can interact with several receptors on DCs surface,

including TLR4 [63].

3. Effects of chemotherapeutic agents on the expression of heat-shock proteins (HSPs)

DNA microarray analysis of HCT-116 colon cancer cells showed that the treatment with
nontoxic concentration of PAC induces transcriptional changes of a wide variety of genes
[45]. Among them, three groups of genes stand out due to their importance for triggering
specific immune responses: a) components of antigen processing machinery by the cytosolic
route (calnexin, proteasomes, TAP, calmodulin); b) HSPs, and c¢) tumor-associated proteins
(colon cancer, breast cancer, prostate cancer and Wilm’s tumor antigens).

A relevant change was the increased transcription of HSP40 and HSP70 mRNA. HSPs can
be divided into seven families according to their molecular weight: HSP10, small HSPs (15-
30 kDa), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 and HSP100 [65]. These proteins can be found in
almost all cell compartments, including cytosol, mitochondria, nuclei, nucleoli, endoplasmic
reticulum, and internal and external plasmatic membranes as well [66].

These proteins are induced by thermal stress and other kinds of cell aggression, being

involved in the protein repair through unfolding and aggregation processes [67]. Then, HSPs
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expression can represent a mechanism for cell adaptation and resistance to drug-induced
aggression. Such an expression is commonly referred as a mechanism for resistance of all
cells against changes in the microenvironment, such as temperature rising, nutritional
deficiencies, oxidative stress, and cell exposure to ionizing radiation [65].

HSPs share two functional domains, the first is an adenine binding domain that binds and
hydrolyzes ATP and the other is a peptide binding domain that binds to protein hydrophobic
residues. ATP binding promotes a critical conformational change that results in the release of
the substrate-linked protein. Folding of de novo synthesized protein involves their interaction
with one or more chaperones, and this association is enhanced by hydrophobic interactions
with wide specificity HSPs [68].

HSP90 is a chaperone required for the stabilization of pos-translational and transducing
signals for a number of proteins synthesized for cell growth and survival [69]. In fact, an
antiapoptotic role of HSP90 was suggested by Elstrand et al. [70], who have shown the
cytoplasmic expression of this protein in 97% of ovarian cancer samples.
Immunohistochemical analysis showed higher frequency of positivity in those patients
previously submitted to conventional chemotherapy with platinum salts and PAC [71]. Other
authors reported that inhibition of HSP90 upregulates the expression of mutated epidermal
growth factor receptors (EGFR) [72], and Akt kinase [73], making the cells more susceptible
to the toxic activity of taxols.

On the other hand, HSPs expression can be associated with the stimulation of the immune
system and such an ability was shown for HSP70 [74], HSP90 [75], HSP170 and HSP110
[76]. In a murine model, it was observed that HSPs are able to generate prophylactic

antitumor immune response [77], since they perform an important role in macrophages and
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lymphocytes activation, and DCs maturation [78], providing a link between the innate and
adaptive immunity [79].

The immune response is not directed to HSPs per se, but rather to the bound peptides [80,
81], and there is a variety of receptors for HSPs [82]. For instance, interaction of TLR4 with
target cell HSPs promotes its endocytosis and processing through the endocytic route and
consequent peptide presentation through MHC II molecules [79]. Cytosol HSPs, such as
HSP70 and HSP90, and endoplasmic reticulum gp96, bind to endogenous antigen peptides
and are transported to cell surface MHC I for presentation to CD8+ T cells [83-85]. In
addition, HSP90 inhibitor geldanamicin impairs the antigen presentation function of APCs
through the interference on MHC II. This aspect deserves to be discussed, since HSPs help
the expression of MHC I-associated peptides [86], driving the cross presentation of peptides
which are processed through the endocytic route [87]. On the other hand, the presentation of
endogenous peptides via MHC II has also been shown by some authors [88-90]. Therefore,
there 1s evidence that HSPs-complexed peptides enhance both the exogenous and endogenous
peptide presentation via MHC II [91, 92]. In fact, Rajagopal et al. [93] have observed that the
association of exogenous antigens to MHC II molecules is highly dependent on HSP 90,
while Houlihan et al. [94] have observed that this phenomenon can happen both with
exogenous and endogenous peptides. These authors have also observed that induction of
thermal stress interferes with peptide presentation but does not affect the MHC II density on
the cell membrane.

Another important role of HSPs is their ability to induce cytokine secretion, thus driving
the features of the immune response. They stimulate the secretion of TNF-a, IL-1, IL-12, IL-
6 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), by macrophages and

DCs [82, 95], IFN-y by T cells [96, 97] and chemokines by macrophages [98, 99]. HSPs also
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stimulate cell proliferation, cell migration, and cytolytic function of natural killer (NK) cells

[100, 101].

4. Conclusion

In summary, we believe that chemotherapeutic schedules should be rationalized in order to
take advantage of the immunomodulatory properties of antineoplastic agents. Therefore,
combination of chemotherapy with different immunotherapeutic approaches could represent a

favorable strategy for fighting cancer, mainly those based on DC vaccines.
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Resumo

Estudos prévios tém demonstrado que baixas concentragdes de agentes antineoplasicos
como ciclofosfamida e paclitaxel (PAC) modulam positivamente a resposta imune,
estimulando linfécitos T e células dendriticas (DCs). Além disso, sdo capazes de aumentar a
imunogenicidade de células de cancer colorretal humano HCT-116, e de induzir a transcrigao
de genes de proteinas de choque térmico (HSPs). No presente trabalho, tivemos como
objetivo avaliar a expressdao das HSPs 40, 70 e 90 e comparar o efeito da concentragdo efetiva
minima (CEM) com a concentragdo nao-toxica (CNT) de PAC sobre a imunogenicidade das
células HCT-116. Células HCT-116 foram tratadas com a CEM ou com a CNT de PAC.
Lisados tumorais foram analisados quanto a expressao das HSPs e utilizados para sensibilizar
DCs derivadas de mondcitos de sangue periférico de individuos normais. As DCs foram
avaliadas quanto ao seu fenotipo e foram co-cultivadas com linfécitos T alogénicos para a
avalia¢do da capacidade de estimulacdo desses linfocitos. O tratamento das células tumorais
com ambas as concentragdes da droga induziu o aumento da expressao de HSP40, enquanto a
producdo de HSP70 e HSP90 foram aumentadas apenas pela CEM e pela CNT,
respectivamente. Observou-se ligeiro, mas ndo significante aumento da capacidade de
indugdo da resposta alogénica. Houve também uma tendéncia ao aumento da expressdo de
CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT. E possivel que a expressio das HSPs contribua para o
aumento de imunogenicidade induzido pelo PAC. A CEM ¢ menos eficiente que a CNT em
aumentar a imunogenicidade das células tumorais, mas ndo prejudica a capacidade das DCs
de induzir a resposta alogénica nem seus marcadores fenotipicos de ativagao.

Palavras-chave Cancer colorretal . Células dendriticas . Imunomodulacdo . Proteina de

choque térmico . Quimioterapia
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Abstract

Low concentrations of antineoplastic agents such as cyclophosphamide and paclitaxel
(PAC) upregulates the immune system, stimulating both lymphocytes and dendritic cells
(DCs). Furthermore, they increase the immunogenicity of human colorectal cancer cell line
HCT-116, which was associated with transcriptional upregulation of heat shock proteins
(HSPs) genes. In the present study, we aimed to evaluate the expression of HSPs 40, 70 and
90 and to compare the minimum effective concentration (MEC) of PAC with the non-toxic
concentration (NTC), in terms of enhancing immunogenicity of HCT-116 cells. HCT-116
cells were treated with MEC or NTC of PAC. Tumor cell lysates were analyzed for the
expression of HSPs and were used for the sensitization of peripheral blood monocyte-derived
DCs from healthy donors. DCs were evaluated for their phenotypes and were co-cultivated
with allogeneic T cells for evaluation of the stimulating capacity of these T cells. The
treatment of tumor cells with both concentrations of the drug induced an increased expression
of HSP40, while production of HSPs 70 and 90 were increased after treatment with MEC and
NTC, respectively. We observed slight but not significant increase on the ability to induce
allogeneic response. There was a tendency of upregulation of the CD40 marker in the HCT,
MEC and NTC groups. It is possible that the expression of HSPs is responsible for the slight
increase of immunogenicity induced by PAC. MEC was less efficient than NTC to increase
the immunogenicity of tumor cells but did not impair the DCs ability to induce allogeneic
response nor their phenotypic activation markers.

Keywords Chemotherapy . Colorectal cancer . Dendritic cells . Heat shock protein .

Immunomodulation
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Introducio

O cancer colorretal € o terceiro tipo mais frequente de tumor e a terceira causa de morte
por cancer no mundo (1). No Brasil, esses tumores também ocupam a terceira posi¢cao entre os
tipos mais frequentes, com 30 mil casos estimados no ultimo ano, atrds dos canceres de
préstata e pulmao nos homens, e mama e colo do ttero nas mulheres (2).

Seu tratamento convencional ¢ baseado em trés abordagens terapé€uticas: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (3). Essa ultima usualmente consiste na administracdo da dose
maxima toleravel (DMT) de uma droga citotdxica, com o objetivo de erradicar o maior
numero possivel de células tumorais (4). Apesar de apresentar bons resultados em parcela
consideravel dos pacientes, esse esquema terapéutico pode desencadear reacdes adversas,
como alteracdes gastrointestinais, alteracdes hepaticas, trombocitopenia, aumento do risco de
infeccdo e hemorragia, artralgia, danos ao sistema cardiovascular e nervoso, queda de cabelo
e profunda mielossupressdo, o que pode interferir no funcionamento normal do sistema
imune, com prejuizo a capacidade de resposta inata e especifica (5-8).

Essa mielossupressdo e os efeitos colaterais extremos exigem que a aplicagdo dos
medicamentos seja seguida de um intervalo de trés a quatro semanas para permitir a
recuperagdo e a normalizacdo dos pardmetros hematologicos do paciente. Esse periodo ¢
necessario para a reconstituicdo dos niveis de linfocitos, macrofagos e células dendriticas
(DCs). Porém, células tumorais resistentes a droga aproveitam essa condi¢cdo de supressio das
células do sistema imune e auséncia de medicacdo para se adaptar e promover sua expansao,
favorecendo a recidiva da doenga, bastante comum em cancer metastatico (9).

A diminui¢do do numero de DCs, apds tratamento com quimioterdpico em DMT, pode
levar a um alto comprometimento do funcionamento do sistema imune adaptativo, uma vez

que as DCs sdo as principais células apresentadoras profissionais de antigenos (10), com a
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capacidade singular de apresentar antigenos a linfocitos T virgens, sendo, portanto,
fundamentais no desencadeamento da resposta imune especifica (11). Esse papel ¢ favorecido
pela expressdao constitutiva de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de
classe I e de classe I (MHC I e MHC II) e de moléculas co-estimuladoras. Antigenos
tumorais sao endocitados por essas células, sendo regularmente processados pela via
endocitica para apresentagdo de peptideos em associagdo com moléculas do MHC 1L
Entretanto, as DCs tém a habilidade singular de associar peptideos de antigenos exdgenos as
moléculas de classe I, promovendo o fendmeno de cross priming ou cross presentation (12-
14).

A importante capacidade apresentadora de antigenos das DCs sustentou o desenvolvimento
de vacinas terapéuticas antitumorais baseadas nessas células, com o objetivo de estimular a
proliferacdo de um grande niimero de células T CDS8 efetoras e de romper o estado de
imunossupressdo estabelecido no microambiente tumoral (15, 16). Essa abordagem
imunoterapéutica foi favorecida pela demonstragdo de que as DCs podem ser diferenciadas in
vitro a partir de monocitos de sangue periférico cultivados em meio suplementado com
interleucina-4 (IL-4) e fator estimulador de colonias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF)
(17).

Como alternativa de tratamento quimioterapico dispensado aos pacientes que nao resistem
ao esquema da DMT, alguns centros empregam o esquema de quimioterapia metronomica,
baseado na administracdo de doses bem mais baixas de agentes antineoplésicos (10-33% da
DMT), porém mais frequentes, com o objetivo de manter seus niveis séricos efetivos e reduzir
os efeitos colaterais. Além disso, essas doses mais baixas inibem a neoangiogénese no sitio
tumoral e preservam a atividade das cé€lulas do sistema imune (3, 18, 19). Estudos realizados

com doses metrondmicas de ciclofosfamida indicam que o principal alvo dessa modalidade de
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tratamento sdo as células endoteliais de vasos neoformados, mais sensiveis a droga que
células tumorais (3).

Trabalhando com concentragdes ainda mais baixas (concentragdes nao-toxicas: CNT),
nosso grupo observou, previamente, que os antineoplasicos paclitaxel (PAC), doxorrubicina,
mitomicina C, metotrexato, azacitidina e vinblastina suprarregulam diretamente a habilidade
das DCs murinas ¢ humanas em apresentar antigenos a linfocitos T especificos em ensaios in
vitro (17, 20). PAC ¢ um taxol cujos efeitos antitumorais sdo atribuidos a supressdo da
dinamica dos microtubulos, resultando em defeitos na divisao celular (21).

Os resultados do grupo indicaram que o tratamento in vitro de células de cancer colorretal
humano HCT-116 com a CNT de PAC aumenta sua imunogenicidade e torna-as mais
sensiveis a acdo de linfocitos T citotoxicos (CTL) gerados in vitro (22). Esse aumento de
imunogenicidade esta associado a expressdo de componentes da maquinaria de processamento
de antigenos pela via citosélica. Além disso, a analise por DNA microarray evidenciou o
aumento da transcri¢ao de genes responsaveis pela expressao das proteinas de choque térmico
HSP40 e HSP70 (22). Essas proteinas sdo induziveis por estresse térmico ou outras formas de
agressao, estando envolvidas na degradacdo e na autorreparagdo de proteinas danificadas (23).
Em geral, as HSPs auxiliam a expressao de peptideos associados as moléculas do MHC I
(24). Por outro lado, essas proteinas sdo capazes de conduzir o cross priming para a
apresentacao de antigenos processados pela via endocitica (25), indicando que desempenham
importante papel na ativacdo de macrofagos e linfocitos, e na ativagdo e maturagdo de DCs
(26). Além disso, também tem sido evidenciada a ligagdo de peptideos citoplasmaticos
(endogenos) as MHC 11 (27-29), ampliando o papel apresentador dessas células.

Apesar de nossos achados sobre a ag¢do quimioimunomoduladora de concentracdes

ultrabaixas de quimioterapicos selecionados, tais concentragdes sdo muito mais baixas do que
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aquelas clinicamente utilizadas na terapia metrondmica em pacientes com cancer. Assim,
consideramos que o uso de uma concentragao efetiva minima (CEM), capaz de interromper o
crescimento tumoral, representaria uma condicdo mais proxima daquela usada na pratica
clinica. Desse modo, para dar mais subsidio imunologico a pratica da terapia metronomica,
bem como investigar alternativas para a otimizagcdo de vacinas terapéuticas de DCs, o
presente estudo foi formulado para avaliar se: a) a concentracdo efetiva minima (CEM) de
paclitaxel (PAC) atua de modo similar a concentragdo ndo-toxica (CNT) sobre a
imunogenicidade das células tumorais, e b) as células tumorais tratadas com as diferentes
concentragdes da droga afetam igualmente a expressdo das proteinas de choque térmico
(HSPs).

Observamos que o tratamento das células tumorais com ambas as concentragdes da droga
induziu o aumento da expressao de HSP40, enquanto a producdo de HSP70 e HSP90 foram
aumentadas apenas pela CEM e pela CNT, respectivamente. Houve um ligeiro, mas nao
significante aumento da capacidade de indugdo da resposta alogénica. Houve também uma

tendéncia ao aumento da expressao de CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT.
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Materiais e Métodos

Determinagdo da concentragdo efetiva minima (CEM) e da concentragdo nao-toxica (CNT)

de paclitaxel (PAC) sobre células tumorais HCT-116

Células de cancer colorretal humano HCT-116 foram cultivadas em estufa, a 37°C, sob
tensdo de 5% de CO,, em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1
mM de piruvato de soédio, 1% de aminoacidos ndo-essenciais, 25mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina e 40pg/ml de gentamicina (meio completo).

As células foram transferidas para uma placa de 96 wells de fundo plano (2 x 10°
células/ml) e, apds 24 h de cultura, foram tratadas com concentragdes crescentes de PAC, de
0,5 a 120nM (n= 4). Ap6s 72 h, o efeito citotdxico foi avaliado pela marcagdo das células
vivas com thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (17), a Img/ml, por 2 h. Em seguida, a
placa foi centrifugada, a solucdo de MTT foi removida e dimetilsulfoxido (DMSO) fo1
aplicado para a solubilizagao dos cristais de formazan. Apds 5 min, a placa foi lida através de
espectrofotometria em leitor de ELISA a 540nm.

A densidade oOptica (D.O.) das culturas de células tratadas com a droga foi comparada com
o controle de lise espontinea, composto por células tumorais em cultura por 72 h
(viabilidade de 100%), o controle de lise maxima, composto somente por meio de cultura
(100% de lise) e o controle basal, representativo do numero inicial de células tumorais,
composto por células em cultura por 24 h. Estabeleceu-se como a CEM a menor concentracao
capaz de interromper o crescimento das c€lulas tumorais sem promover morte celular (agdo
citostatica), similar ao controle basal, e como a CNT a concentragdo incapaz de interferir no

crescimento das células em cultura (similar ao controle de lise espontanea).
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Tratamento das células tumorais e preparagdo de lisados

Células tumorais foram ajustadas a 2,5 x 10° células/ml nos ensaios com a CEM. Nos
ensaios com a CNT, as células foram ajustadas a 1 x 10° células/ml, visto que nessa
concentracgdo as células continuam se proliferando, de modo que em uma concentragdo maior
as c¢lulas atingiriam 100% de confluéncia em um tempo muito precoce, resultando em morte
celular. As células foram cultivadas em garrafas apropriadas por 24 h. No dia seguinte, foram
adicionadas as solu¢des de PAC, seguindo-se um periodo adicional de 48 h. As células foram,
entdo, removidas e lisadas por descongelamento e recongelamento rapido em cinco ciclos de
exposicdo alternada a 37°C (banho-maria) e -80°C (N, liquido). Apds esse procedimento, as
células foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 min e o lisado foi recolhido, quantificado e

congelado.

Analise de proteinas de choque térmico (HSPs) por ELISA

Placas de cultura de 96 wells foram sensibilizadas com 40 pg/ml de proteinas do pool de 5
amostras de lisados de células HCT-116 de cada grupo, pré-tratadas com a CEM de PAC,
com a CNT ou nio tratadas, diluidas em tampao carbonato-bicarbonato (triplicata). No dia
seguinte, foi realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas com solugdo de leite em po
desnatado a 10%, diluido em tampao carbonato-bicarbonato. As placas foram incubadas por 2
h com os anticorpos primarios IgG policlonais de carneiro anti-HSP 40, 70 e 90 (1:40). Apos
lavagem, a reacdo foi revelada com uso de anticorpo secundario de camundongo anti IgG de
carneiro conjugado a peroxidase de raiz forte (mouse anti-goat IgG-HRP; 1:500), TMB,
tampao citrato-acetato e H,O,. A reagdo foi interrompida com 50 pl de HCI 2M e, em
seguida, a leitura foi realizada por espectrofotometria em leitor de ELISA a 450 nm,

resultando em valores de D.O.
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Geragado de células dendriticas (DCs) humanas

DCs humanas foram geradas a partir de células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de individuos saudaveis, obtidas de buffy coat de bolsas de sangue de doadores
voluntarios do Banco de Sangue do Hemocentro de Botucatu, apds esclarecimento sobre o
projeto e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo).

Apos separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque e lise das hemacias, as PBMC foram
ressuspendidas em meio de cultura AIM-V (Invitrogen) e distribuidas em placas de 6 wells (5
x10° células/ml). Ap6s 1 h e meia em estufa, a 37°C, sob tensao de 5% de CO,, as células nao
aderentes (linfocitos totais) foram removidas e criopreservadas. Os mondcitos aderentes
foram mantidos em cultura em meio completo com 80ng/ml de IL-4 humana recombinante

(rhIL-4) e 80ng/ml de GM-CSF humano recombinante (rhGM-CSF) (PeproTech).

Sensibilizacdo de DCs humanas

No quinto dia de cultura, as células frouxamente aderidas foram recolhidas, lavadas com
meio completo, distribuidas em placas de 6 wells (10° células/well) e sensibilizadas com 100
ng de lisado por well (propor¢ao tumor:DC aproximada de 5:1). As culturas foram divididas
em quatro grupos: DC (DCs imaturas ndo sensibilizadas com lisado tumoral), HCT (DCs
sensibilizadas com lisado de célula tumoral ndo tratada com a droga), CEM (DCs
sensibilizadas com lisado de célula tumoral pré-tratada com a concentragdo efetiva minima) e
CNT (DCs sensibilizadas com lisado de célula tumoral pré-tratada com a concentragdo nado

toxica).
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Reagado mista de linfocitos (MLR)

A atividade funcional das DCs foi avaliada através de sua habilidade em estimular a
proliferagdo de linfocitos T alogénicos de individuos normais. No sétimo dia de cultura, DCs
sensibilizadas de diferentes doadores (n= 5) foram co-cultivadas com linfocitos T de um
unico doador em placas de 96 wells, estabelecendo-se as propor¢des DCs: linfocitos T de 1:1,
1:3,1:10 e 1:30. A cultura foi mantida por quatro dias em estufa, a 37°C, sob tensdo de 5% de
CO,, e a proliferacdo de linfécitos foi avaliada pela capacidade de internalizacdo de MTT e
biotransformag¢do em cristais de formazan por leitura espectrofotométrica em leitor de ELISA
a 540 nm. Os resultados das culturas foram expressos como indices de proliferacao,

calculados através da formula: (D.O. experimental — D.O. linfocito)/ D.O. linfécito.

Andlise fenotipica das DCs

Para a avaliacdo fenotipica, as DCs (2 x 10°células/tubo) foram lavadas com Isoton (BD
Biosciences) por 10 min a 1700rpm (n= 3). Foram, entdo, incubadas com os anticorpos
monoclonais anti-CD14, CD1a, HLA-DR, CD40 e CD83 (BD Biosciences), conjugados com
FITC ou PE, por 30 min, a 4°C e ao abrigo de luz. Apos nova lavagem com Isoton, as células
foram ressuspendidas em 50 pL de fixador e 450 puL de Isoton, adquiridas por citdmetro de
fluxo FACSCalibur e Software CellQuest (BD Biosciences), e analisadas pelo Software
FlowJo versao 10.0.5. (Three Stars Inc.). Os resultados estdo mostrados com base na

intensidade mediana de fluorescéncia (MFI).

Analise estatistica

Os resultados da determinagdo das concentragoes de PAC sobre células HCT-116 e da

expressao de HSPs foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
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Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados do MLR e da citometria foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Foram consideradas significantes as

diferengas cujas probabilidades de erro foram menores que 5% (p<0.05).

Resultados

Determinacdo das concentracoes de trabalho de PAC sobre células HCT-116

A analise dos resultados do ensaio de citotoxicidade foi baseada na incorpora¢ao de MTT e
redugdo em cristais de formazan, representando a populagao de células vivas. Cada diluigao
foi comparada com os controles de lise espontanea (viabilidade de 100%), lise méxima (100%
de lise) e basal (24 h de cultura). Observamos na Fig. 1 que a concentragdo de 3,5nM foi a
menor concentracdo capaz de interromper o crescimento das células tumorais sem promover
morte celular (ag¢do citostatica), sendo definida como concentracdo efetiva minima (CEM).
Observou-se que a D.O. da cultura com essa concentrac¢do foi similar ao controle basal, que
representa a quantidade de células equivalente a inicialmente colocada nos alvéolos de
cultura, diferindo do controle de lise espontanea, em que as células puderam se multiplicar
durante o periodo total de cultura (24 + 48h). A concentragdo de 0,5nM, cuja D.O. foi similar
ao controle de lise espontanea, mostrou-se incapaz de interferir no crescimento das células em

cultura e foi definida como concentragao nao-toxica (CNT).
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Fig. 1 Determinagdo da CEM e da CNT de PAC sobre células HCT-116. A monocamada
de células tumorais foi submetida a tratamento durante 72 h com concentragdes crescentes da
droga, variando de 0,5 a 120nM. Apos esse periodo, as células vidveis foram quantificadas
por coloragdao pelo MTT. Ensaio representativo de 4 avaliacdes independentes. Dados
expressos em D.O. (média + erro padrdo). max: controle de lise maxima; esp: controle de lise

espontanea; basal: controle basal; a # b; p<0.0001; ANOVA, seguida do teste de Tukey.

Aumento da produgdo de HSPs por exposi¢do ao PAC

Observamos que o tratamento das células HCT-116 com a CEM e com a CNT do farmaco
promoveu aumento da concentracdo de HSPs 40, 70 e 90 nos lisados dessas células, quando
comparados ao lisado de células tumorais nao tratadas (HCT). O tratamento com ambas as
concentragdes de PAC induziu aumento da expressao de HSP40 (CEM: 0,444 + 0,074; CNT:
0,412 £ 0,058 vs HCT: 0,225 £ 0,035; p<0,05). A producao de HSP70 foi aumentada nas

células expostas a CEM (CEM: 0.722 + 0.284 vs HCT: 0.222 + 0.047; p<0,05), enquanto a
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HSP90 foi elevada pela exposi¢ao a CNT (CNT: 0.526 + 0.125 vs HCT: 0.273 £+ 0.025;

p<0,05) (Fig. 2).
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Fig. 2 Aumento da expressdo de HSPs 40, 70 e 90 em lisados de células tumorais HCT-
116 pré-tratadas com a CEM (3,5 nM) ou com a CNT (0,5 nM) de PAC. Os niveis de
HSP40, 70 e 90 foram determinados pela técnica de ELISA. Analise, em triplicata, do pool de
lisados celulares de cada grupo. Dados expressos em D.O. (média + erro padrdo); p<0.05 vs

HCT; ANOVA, seguida do teste de Tukey.

Efeito dos lisados tumorais sobre a indugdo de reatividade alogénica

A atividade funcional das DCs submetidas a sensibilizacdo com diferentes lisados de
células tumorais (DC, HCT, CEM e CNT) foi avaliada através da medida de sua habilidade
em estimular a proliferagdo de linfocitos T alogénicos de individuos normais. Na Fig. 3, pode
ser observada ligeira elevacdo da mediana da atividade proliferativa dos linfécitos co-
cultivados com as DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais pré-tratadas com a

droga. Entretanto, ndo se observou elevagdo estatisticamente significante da capacidade de
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indugdo da resposta alogénica, indicando que o efeito da exposi¢ao das células as diferentes

concentracoes da droga foi irrelevante.
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Fig. 3 Efeito dos lisados tumorais sobre a induc¢io de reatividade alogénica. DCs
sensibilizadas com antigenos soltveis de células HCT-116 pré-tratadas com CEM ou com
CNT de PAC foram co-cultivadas com linfocitos totais alogénicos por 96 h. Solu¢do de MTT
foi adicionada para coloracdo das células vidveis e, em seguida, foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 540nm. Ensaio representativo de 5 experimentos em triplicata. Dados
expressos em indice de prolifera¢do, sendo a linha transversal indicativa da mediana de cada
grupo. Foi utilizada a propor¢do de 1:1 entre DCs e linfocitos T; teste de Kruskal-Wallis,

seguido do teste de Dunn.

Fenotipagem de DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais pré-tratadas com PAC

Como pode ser observado na Fig. 4, a sensibilizagdo das DCs com lisados de células
tumorais pré-tratadas com baixas concentragdes de PAC ndo promoveu alteracdes
significantes em seus perfis fenotipicos, exceto pela tendéncia ao aumento na densidade de
CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT, sendo mais evidente no grupo CNT (Fig. 4D; MFI:

intensidade mediana de fluorescéncia). Em relagdo aos marcadores CD14, CDla, HLA-DR e
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CD83 ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Fig. 4A, B, C e E). A expressao de

CD14 foi baixa, conforme o esperado.
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Fig. 4 Avaliacio fenotipica (CD14, CDla, HLA-DR, CD40 e CDS83) de DCs
sensibilizadas com lisado de células tumorais tratadas com a CEM ou com a CNT de
PAC. Resultados de 3 avaliagdes independentes. Dados expressos em intensidade mediana de
fluorescéncia (MFI), sendo a linha transversal indicativa da mediana de cada grupo; teste de

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.

Discussao

A quimioimunomodulagdo ¢ um fenomeno observado com o uso de baixas doses de varios

agentes antineoplasicos, como a ciclofosfamida (30), a antraciclina (31) (32) e o PAC (22).
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Formulado com o proposito de avaliar a expressao das HSPs em células tumorais tratadas
com baixas concentragdes de PAC, o presente estudo mostra que o tratamento com ambas as
concentragdes da droga induziu o aumento da expressao de HSP40, enquanto a produgao de
HSP70 e HSP90 foram aumentadas apenas pela CEM e pela CNT, respectivamente. Esses
resultados indicam que as alteragdes transcricionais dos genes de HSPs, observadas em estudo
prévio, por DNA microarray (22), se traduzem no aumento da expressao dessas proteinas.

Nosso passo seguinte foi verificar se a concentragdo citostatica (CEM) de PAC era capaz
de promover o aumento da capacidade apresentadora de antigenos das DCs. Nossos resultados
indicam que lisados de células tratadas com a CEM ou com a CNT da droga mostram ligeira
tendéncia a melhorar a ativacdo da resposta imune alogénica, com pequena vantagem para a
CNT.

Uma das explicagdes para o aumento da capacidade apresentadora de antigenos das DCs
sensibilizadas com lisado de células tumorais pré-tratadas com droga em baixas concentragdes
poderia ser o aumento da expressao de HSPs nessas cé€lulas, proteinas que desempenham
importante papel na ativacdo de macrofagos e linfocitos, e na ativagdo e maturagdo de DCs
(26). O principal papel das HSPs € sua acdo antiapoptotica nas células sob estresse térmico ou
quimico (33). Entretanto, essas proteinas também auxiliam a expressdao de peptideos
associados as moléculas do MHC I (24), conduzindo o cross priming para a apresentacao de
antigenos processados pela via endocitica (25). Além disso, observou-se que a HSP90
participa da associacdo de peptideos citoplasmaticos e exdgenos as moléculas do MHC 11
(34). Em nosso estudo, observamos associacao entre a expressao de HSP 70 e 90 tanto com o
pequeno aumento de atividade das DCs, quanto com a expressao de CD40, nos grupos CEM e

CNT.
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Em um estudo paralelo, observamos que a transfec¢ao de DCs com RNA de células HT-29
tratadas com baixas concentragdes de PAC ou 5- fluorouracil (5-FU) torna as DCs mais
eficientes em induzir a geracdo de CTL (dados ndo publicados). Visto que as células HT-29
representam uma linhagem que nao expressa moléculas de MHC 1 (22), o aumento da
imunogenicidade das células tumorais pode nao depender apenas do aumento de antigenos
tumor-associados ou tumor-especificos. Assim, ¢ possivel que o aumento da expressao de
“sinais de perigo” (alarminas), como HSPs (35), high mobility-group box 1 (HMGBI1) e
calreticulina (36) representem um alvo alternativo para os CTL gerados in vitro.

Portanto, o aumento da expressdo de HSPs, que poderia ser interpretado como uma
tentativa de adaptacdo e resisténcia das células expostas a droga, pode também representar um
fator favordvel ao reconhecimento, processamento e apresentacdo de antigenos pelas DCs
sensibilizadas com os lisados. E possivel que as HSPs, induzidas pela exposigdo a droga e
presentes nos lisados, estejam carregando peptideos tumorais, facilitando sua associagdo as
moléculas de classe 1 e/ou de classe II das DCs sensibilizadas. Assim, um aspecto que
deveremos continuar a investigar ¢ o efeito da CEM sobre as proprias DCs, bem como o
efeito da droga sobre outras linhagens tumorais e sobre a expressdo de outras alarminas
(HMGBI e calreticulina) para o melhor entendimento da quimioimunomodulag@o.

Embora sem significancia estatistica, o resultado da ativagdo da resposta alogénica ¢
coerente com achados prévios do grupo, demonstrando que a CNT de PAC aumenta a
imunogenicidade de células HCT-116 (22). E importante notar que embora o lisado de células
tratadas com a CEM nao tenha suprarregulado a atividade das DCs, essa concentracdo nao se
mostrou prejudicial a sensibilizacdo dessas células, indicando que ndo reduziu a

imunogenicidade das células tumorais.

48



Entre as possiveis explicacdes para as diferencas entre os presentes resultados e aqueles
previamente descritos pensamos, inicialmente, nas formulagdes da droga. Diferentemente do
estudo anterior, em que se empregou o PAC purificado de Taxus brevifolia para uso nao-
clinico (Sigma-Aldrich), no presente estudo utilizamos o produto sintético em solugao,
comercialmente disponivel para uso terapéutico. Essa escolha foi feita com o objetivo de
trabalhar com o maximo de similaridade com as condi¢des observadas na clinica, entretanto,
ndo sabemos se essa formula¢do poderia, de alguma forma, interferir nos parametros
analisados.

Um segundo e, talvez, mais importante fator ¢ a utilizacdo de métodos diferentes de
deteccdo da proliferagdo celular. No presente estudo foi utilizado o método colorimétrico
baseado na redugcdo de MTT em formazan que, indiretamente, indica a atividade metabolica
das células. Diferentemente, no estudo prévio do grupo, a atividade proliferativa das células
foi analisada pela marcagdo com timidina triciada (*H-timidina), composto radiomarcado que
se incorpora ao DNA das células em replicagdo. Assim, embora este ultimo seja considerado
o método de referéncia para a avaliacdo da proliferacdo celular, o fato de exigir o uso de
radioisotopos impossibilitou sua utilizagcdo em nossa institui¢do.

Finalmente, visto que trabalhamos com doadores de ambos os sexos, deve ser considerada
a heterogeneidade de respostas devida a diferencas de bagagem genética, dimorfismo sexual
(37) e niveis hormonais, que podem ter interferido na efetividade celular e na resposta ao
estimulo. Sabe-se que as mulheres possuem mais resisténcia as infeccdes que os homens,
devido, provavelmente, a superioridade das respostas imunes humoral e celular, que parecem
estar diretamente relacionadas com os hormoénios sexuais (38). De fato, ja foi demonstrado

que as DCs apresentam receptores para estrogeno e progesterona, os quais regulam a ativacao
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dessas células, aumentando a expressao de moléculas co-estimuladoras, como CD40, CD80,
CDS86, e também de MHC 11 (37).

Em relagdo a andlise fenotipica das DCs, observamos uma tendéncia ao aumento na
densidade de moléculas CD40 expressas por DCs sensibilizadas com a CNT. Esse parece ser
um marcador de ativagdo mais sensivel a quimiomodulagao visto que essa tendéncia ja havia
sido observada por nosso grupo (17). A interagdo CD40-CD40L induz as DCs a produzirem
IL-12 e expressarem moléculas co-estimuladoras B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86), necessarias a
ativacdo das células T CD8 efetoras (39). A IL-12, por sua vez, pode induzir a produgdo de
IFN-y por células T e estimular a prolifera¢do de células T ativadas (40).

Os protocolos de preparagao de vacinas de DCs podem variar desde o uso de lisados de
células tumorais (41,42), peptideos (22, 43), HSPs (44) e acidos nucleicos (45-47), até a
geracdo de hibridomas DC: tumor (48, 49). Em um estudo que esta sendo paralelamente
desenvolvido pelo grupo foi utilizado RNA total de células tumorais para a sensibilizacao das
DCs, observando-se que sua transfeccdo com RNA de células tratadas com baixas
concentragdes de 5-FU apresenta aumento da capacidade de ativar a resposta alogénica e de
estimular a gerag¢do de células T citotoxicas (dados ndo publicados). Esses resultados indicam
que o 5-FU, principal agente antineoplésico utilizado no combate ao cancer de colon, também
potencializa a imunogenicidade de células tumorais e que baixas concentragdes poderiam ser
utilizadas em associa¢do com a administracdo de vacinas de DCs. Assim, embora utilizando
outro agente antineoplasico, a transfeccdo das DCs com 4cido nucleico tumoral parece ser
eficiente em induzir a expressao proteica das alteracdes génicas promovidas pela exposi¢ao a
droga.

A escolha, no presente trabalho, pela utilizacdo de lisados das células tumorais para essa

sensibilizacdo deveu-se ao fato de que a) proteinas tumorais induzidas pelo tratamento seriam
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mais provavelmente expressas pelas células tumorais do que nas DCs transfectadas com o
RNA tumoral; b) o lisado nao ¢ suscetivel a influéncia de nucleases, tornando-se um material
mais estavel para manipulagdo; c) os lisados representariam o repertorio dos antigenos
presentes nas células tumorais integras, similar a condi¢cao do paciente; d) sua preparagdo ¢
mais rapida e de menor custo. Por outro lado, o lisado pode conter fatores imunossupressores,
os quais poderiam interferir na plenitude da resposta imune.

De qualquer modo, nossos dados indicam que, mesmo em uma concentragdo um pouco
mais elevada (CEM), o PAC ndo interfere negativamente na sensibilizacdo das DCs,
possivelmente por ndo induzir morte celular ndo-imunogénica, como poderia ocorrer com o
uso da DMT (50). Assim, o tratamento nao favoreceu o estabelecimento de tolerancia aos
antigenos tumorais. Essa visdo ¢ corroborada por nossa observagdo prévia de que o PAC
suprarregula o papel apresentador de antigenos das DCs humanas (17) e murinas (20). Na
mesma linha de investigagdo, mesmo trabalhando com concentragdes superiores as utilizadas
por no6s (1 a 1000 uM), John et al. (51) observaram que DCs humanas de doadores normais
expostas por 2 horas a 1-10uM de droga tiveram significativo aumento em sua capacidade de
estimular a proliferacao de linfécitos alogénicos.

Outros autores demonstraram que o PAC interfere na maturacdo das DCs murinas,
aumentando a expressao de MHC II (52), apresentando acao similar ao LPS (53, 54), sendo
capaz de ativar macrofagos e de induzir aumento na produgao de IL-1 e TNF-a (55), NO (56)
e [L-12 (57), que contribuiriam para melhorar a atividade antitumoral.

Em resumo, o presente estudo nos permitiu concluir que € possivel que a expressdao das
proteinas de choque térmico contribua para o aumento de imunogenicidade induzido pelo
paclitaxel. A concentragdo efetiva minima desse agente antineoplasico ¢ menos eficiente que

sua concentracdo nao citotdéxica em aumentar a imunogenicidade das células tumorais, mas
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ndo promove efeitos negativos sobre esse parametro, ndo prejudicando a capacidade das DCs

de induzir a resposta alogénica nem seus marcadores fenotipicos de ativagao.

Agradecimentos

Agradecemos ao doutor Michael R. Shurin, da Universidade de Pittsburgh- PA, EUA, por
ter gentilmente cedido as células de cancer colorretal humano da linhagem HCT-116. A
Gislene Mastranjo de Oliveira pelo valioso auxilio na obtencao e preparacao das amostras de
sangue dos doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clinicas de Botucatu. A Fundagao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pelo auxilio financeiro processo
2009/18331-8 e pela concessao de bolsa de estudos, nivel mestrado proc. 2011/05258-0. Ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pela concessao de

bolsa de estudos, nivel mestrado proc. 135663/2011-3.

Conflito de interesse

Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.

52



Referéncias Bibliograficas

1. Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics. CA: a cancer
journal for clinicians 2011;61(2):69-90.

2. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva MdS. Estimativa 2012, Incidéncia de
cancer no Brasil. 2012 [cited; Available from:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/estimativa20122111.pdf

3. Shurin GV, Amina N, Shurin MR. Cancer Therapy and Dendritic Cell Immunomodulation. In:
Shurin MRS, R.D., editor. Dendritic Cells in Cancer. New York: Springer; 2009. p. 201-16.

4, Skipper HE, Schabel FM, Jr., Wilcox WS. Experimental Evaluation of Potential Anticancer

Agents. Xiii. on the Criteria and Kinetics Associated with "Curability" of Experimental Leukemia.
Cancer chemotherapy reports 1964;35:1-111.

5. Wolfe MM, Lichtenstein DR, Singh G. Gastrointestinal toxicity of nonsteroidal
antiinflammatory drugs. N Engl J Med 1999;340(24):1888-99.

6. Andre T, de Gramont A, Study Group of Clinical Research in Radiotherapies Oncology OMRG.
An overview of adjuvant systemic chemotherapy for colon cancer. Clinical colorectal cancer 2004;4
Suppl 1:522-8.

7. McWhinney SR, Goldberg RM, MclLeod HL. Platinum neurotoxicity pharmacogenetics.
Molecular cancer therapeutics 2009;8(1):10-6.

8. Vento S, Cainelli F, Temesgen Z. Lung infections after cancer chemotherapy. The lancet
oncology 2008;9(10):982-92.

9. Hahnfeldt P, Folkman J, Hlatky L. Minimizing long-term tumor burden: the logic for
metronomic chemotherapeutic dosing and its antiangiogenic basis. Journal of theoretical biology
2003;220(4):545-54.

10. Shurin MR. Dendritic cells presenting tumor antigen. Cancer Immunol Immunother
1996;43(3):158-64.

11. Lipscomb MF, Masten BJ. Dendritic cells: immune regulators in health and disease. Physiol
Rev 2002;82(1):97-130.

12. Steinman RM. Decisions about dendritic cells: past, present, and future. Annual review of
immunology 2012;30:1-22.

13. Tittarelli A, Gonzalez FE, Pereda C, et al. Toll-like receptor 4 gene polymorphism influences

dendritic cell in vitro function and clinical outcomes in vaccinated melanoma patients. Cancer
Immunol Immunother 2012;61(11):2067-77.

14. Arina A, Tirapu |, Alfaro C, et al. Clinical implications of antigen transfer mechanisms from
malignant to dendritic cells. exploiting cross-priming. Experimental hematology 2002;30(12):1355-64.
15. Palucka AK, Ueno H, Fay J, Banchereau J. Dendritic cells: a critical player in cancer therapy? J
Immunother 2008;31(9):793-805.

16. Grabbe S, Beissert S, Schwarz T, Granstein RD. Dendritic cells as initiators of tumor immune
responses: a possible strategy for tumor immunotherapy? Immunol Today 1995;16(3):117-21.

17. Kaneno R, Shurin GV, Tourkova IL, Shurin MR. Chemomodulation of human dendritic cell
function by antineoplastic agents in low noncytotoxic concentrations. J Transl Med 2009;7:58.

18. Klement G, Baruchel S, Rak J, et al. Continuous low-dose therapy with vinblastine and VEGF

receptor-2 antibody induces sustained tumor regression without overt toxicity. J Clin Invest
2000;105(8):R15-24.

19. Browder T, Butterfield CE, Kraling BM, et al. Antiangiogenic scheduling of chemotherapy
improves efficacy against experimental drug-resistant cancer. Cancer research 2000;60(7):1878-86.

53


http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/estimativa20122111.pdf

20. Shurin GV, Tourkova IL, Kaneno R, Shurin MR. Chemotherapeutic agents in noncytotoxic
concentrations increase antigen presentation by dendritic cells via an IL-12-dependent mechanism. J
Immunol 2009;183(1):137-44.

21. Sevko A, Michels T, Vrohlings M, et al. Antitumor effect of Paclitaxel is mediated by inhibition
of myeloid-derived suppressor cells and chronic inflammation in the spontaneous melanoma model.
JImmunol 2013;190(5):2464-71.

22. Kaneno R, Shurin GV, Kaneno FM, Naiditch H, Luo J, Shurin MR. Chemotherapeutic agents in
low noncytotoxic concentrations increase immunogenicity of human colon cancer cells. Cell Oncol
(Dordr) 2011;34(2):97-106.

23. Parsell DA, Kowal AS, Singer MA, Lindquist S. Protein disaggregation mediated by heat-shock
protein Hsp104. Nature 1994;372(6505):475-8.

24, Binder RJ, Blachere NE, Srivastava PK. Heat shock protein-chaperoned peptides but not free
peptides introduced into the cytosol are presented efficiently by major histocompatibility complex |
molecules. J Biol Chem 2001;276(20):17163-71.

25. Binder RJ, Srivastava PK. Peptides chaperoned by heat-shock proteins are a necessary and
sufficient source of antigen in the cross-priming of CD8+ T cells. Nat Immunol 2005;6(6):593-9.

26. Tsan MF, Gao B. Heat shock proteins and immune system. J Leukoc Biol 2009;85(6):905-10.
27. Malnati MS, Marti M, LaVaute T, et al. Processing pathways for presentation of cytosolic
antigen to MHC class ll-restricted T cells. Nature 1992;357(6380):702-4.

28. Lich JD, Elliott JF, Blum JS. Cytoplasmic processing is a prerequisite for presentation of an
endogenous antigen by major histocompatibility complex class Il proteins. J Exp Med
2000;191(9):1513-24.

29. Tewari MK, Sinnathamby G, Rajagopal D, Eisenlohr LC. A cytosolic pathway for MHC class II-
restricted antigen processing that is proteasome and TAP dependent. Nat Immunol 2005;6(3):287-
94.

30. Lutsiak ME, Semnani RT, De Pascalis R, Kashmiri SV, Schlom J, Sabzevari H. Inhibition of
CD4(+)25+ T regulatory cell function implicated in enhanced immune response by low-dose
cyclophosphamide. Blood 2005;105(7):2862-8.

31. Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, et al. Toll-like receptor 4-dependent contribution of the
immune system to anticancer chemotherapy and radiotherapy. Nat Med 2007;13(9):1050-9.

32. Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, et al. The interaction between HMGB1 and TLR4 dictates
the outcome of anticancer chemotherapy and radiotherapy. Immunological reviews 2007;220:47-59.
33. Elstrand MB, Stavnes HT, Trope CG, Davidson B. Heat shock protein 90 is a putative
therapeutic target in patients with recurrent advanced-stage ovarian carcinoma with serous
effusions. Human pathology 2012;43(4):529-35.

34. Houlihan JL, Metzler JJ, Blum JS. HSP90alpha and HSP90beta isoforms selectively modulate
MHC class Il antigen presentation in B cells. J Immunol 2009;182(12):7451-8.

35. Wallin RP, Lundqvist A, More SH, von Bonin A, Kiessling R, Ljunggren HG. Heat-shock proteins
as activators of the innate immune system. Trends Immunol 2002;23(3):130-5.

36. Tesniere A, Schlemmer F, Boige V, et al. Immunogenic death of colon cancer cells treated
with oxaliplatin. Oncogene 2010;29(4):482-91.

37. Hughes GC, Clark EA. Regulation of dendritic cells by female sex steroids: relevance to
immunity and autoimmunity. Autoimmunity 2007;40(6):470-81.

38. Ansar Ahmed S, Penhale WJ, Talal N. Sex hormones, immune responses, and autoimmune
diseases. Mechanisms of sex hormone action. The American journal of pathology 1985;121(3):531-
51.

39. Mackey MF, Gunn JR, Ting PP, et al. Protective immunity induced by tumor vaccines requires
interaction between CD40 and its ligand, CD154. Cancer research 1997;57(13):2569-74.

40. Gately MK, Wolitzky AG, Quinn PM, Chizzonite R. Regulation of human cytolytic lymphocyte
responses by interleukin-12. Cellular immunology 1992;143(1):127-42.

54



41. Nair SK, Snyder D, Rouse BT, Gilboa E. Regression of tumors in mice vaccinated with
professional antigen-presenting cells pulsed with tumor extracts. International journal of cancer
1997;70(6):706-15.

42. Fields RC, Shimizu K, Mule JJ. Murine dendritic cells pulsed with whole tumor lysates mediate
potent antitumor immune responses in vitro and in vivo. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 1998;95(16):9482-7.

43. Zitvogel L, Mayordomo JI, Tjandrawan T, et al. Therapy of murine tumors with tumor
peptide-pulsed dendritic cells: dependence on T cells, B7 costimulation, and T helper cell 1-
associated cytokines. J Exp Med 1996;183(1):87-97.

44, Tamura Y, Peng P, Liu K, Daou M, Srivastava PK. Immunotherapy of tumors with autologous
tumor-derived heat shock protein preparations. Science (New York, NY 1997;278(5335):117-20.

45, Boczkowski D, Nair SK, Nam JH, Lyerly HK, Gilboa E. Induction of tumor immunity and
cytotoxic T lymphocyte responses using dendritic cells transfected with messenger RNA amplified
from tumor cells. Cancer research 2000;60(4):1028-34.

46. Boczkowski D, Nair SK, Snyder D, Gilboa E. Dendritic cells pulsed with RNA are potent
antigen-presenting cells in vitro and in vivo. The Journal of experimental medicine 1996;184(2):465-
72.

47. Nair SK, Hull S, Coleman D, Gilboa E, Lyerly HK, Morse MA. Induction of carcinoembryonic
antigen (CEA)-specific cytotoxic T-lymphocyte responses in vitro using autologous dendritic cells
loaded with CEA peptide or CEA RNA in patients with metastatic malignancies expressing CEA.
International journal of cancer 1999;82(1):121-4.

48, das Neves FJ, Mattos IE, Koifman RJ. Colon and rectal cancer mortality in Brazilian capitals,
1980-1997. Arqg Gastroenterol 2005;42(1):63-70.
49, Barbuto JA, Ensina LF, Neves AR, Bergami-Santos P, Leite KR, Marques R et al. Dendritic cell-

tumor cell hybrid vaccination for metastatic cancer. Cancer Immunol Immunother 2004;53(12):1111-
8.

50.  Zitvogel L, Kroemer G. Anticancer immunochemotherapy using adjuvants with direct cytotoxic
effects. J Clin Invest 2009;119(8):2127-30.

51. John J, Ismail M, Riley C, et al. Differential effects of Paclitaxel on dendritic cell function. BMC
immunology 2010;11:14.
52. Joo HG. Altered maturation of dendritic cells by taxol, an anticancer drug. Journal of

veterinary science 2003;4(3):229-34.

53. Ding AH, Porteu F, Sanchez E, Nathan CF. Shared actions of endotoxin and taxol on TNF
receptors and TNF release. Science (New York, NY 1990;248(4953):370-2.

54. Manthey CL, Brandes ME, Perera PY, Vogel SN. Taxol increases steady-state levels of
lipopolysaccharide-inducible genes and protein-tyrosine phosphorylation in murine macrophages. |
Immunol 1992;149(7):2459-65.

55. Bogdan C, Ding A. Taxol, a microtubule-stabilizing antineoplastic agent, induces expression of
tumor necrosis factor alpha and interleukin-1 in macrophages. Journal of leukocyte biology
1992;52(1):119-21.

56. Mullins DW, Burger CJ, Elgert KD. Tumor growth modulates macrophage nitric oxide
production following paclitaxel administration. International journal of immunopharmacology
1998;20(10):537-51.

57. Mullins DW, Burger CJ, Elgert KD. Paclitaxel enhances macrophage IL-12 production in tumor-
bearing hosts through nitric oxide. J Immunol 1999;162(11):6811-8.

55






A -
unes >~ Universidade Estadual Paulista
p Faculdade de Medicina de Botucatu

Distritc Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu-S.P,
CEP: 18.618-970

Fone: (14) 3880-1608 / 3880-1609 A

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br Q R”m‘;’;m'?;“:;’;f”“’e
kleber@fmb.unesp.br

e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 03 de julho de 2013 OF. 103/2013-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Ramon Kaneno

Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncia de Botucatu

Prezado Dr. Ramon,

Informo que Projeto de Pesquisa (Protocolo CEP 3437-2010)
"Quimioimunomodulacdo com agentes antineopldsticos e geragdo de vacinas
de células dentriticas contra o cdncer colorretal”, a ser conduzido por
Vossa Senhoria, aprovado por este CEP em 01/03/10 conta com os sub-
projetos abaixo com seus respectivos executores.

Sub-Projeto I: "Efeitos de doses efetivas minimas de paclitaxel e 5-aza-2-
dioxicitidina sobre a fungdo das células dendriticas humanas e
imunogenicidade das células de cdncer colorretal”.

Pesquisador anterior: Mariana de Souza Nars

Pesquisador atual: Juliana Cristina Longo Frederico

Novo titulo: “Efeito imunomodulador de baixas concentracées de
antinepldsicos”

Objetivo Académico: Dissertagdo de Mestrado

Sub-Projeto II: "Efeitos de doses efetivas minima e doses ndo-téxicas de
5-fluorouracil e leucovorina sobre a atividade de células dentriticas
humanas e imunogenicidade de células de cdncer colorretal”, que serd
conduzido por Denise da Silva Reis (Iniciagdo Cientifica), orientada por
Vossa Senhoria.

Sub-Projeto ITI: "Geraglo de vacinas antitumoriais de células dendriticas
humanas sensibilizadas com RNA de células tumoriais pré-tratadas com
agentes antineopldsticos”.

Pesquisador anterior: Marianna Bertelega Magalhdes



A - o .
unes - 4 Universidade Estadual Paulista
P Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu - S.P.
CEP: 18.618-870

Fone: (14) 3880-1608 / 3880-1609 Reqistrad Ministério da Sadde
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br ~ .maon:: abyil da'°1$l97 5
kieber@fmb.unesp.br

e-mail cocrdenadoria. tsarden@fmb un r

Pesquisador atual: Carolina de Almeida Aralijo

Novo titulo: "Baixas doses de 5-fluorouracil aumentam a atividade
antitumoral de células dendriticas transfectados com RNA de células de
cancer colorretal”

Objetivo académico: Tese de Doutorado

Quanto ao sub-projeto 5 “"Efeito protetor in vivo de vacinas de células
dendriticas sensibilizadas com MRNA de células MC-38 pré-tratadas com
agentes anteneopldsicos em doses efetivas minimas”, que serd tese de
doutorado de Marcela Rodrigues de Camargo, foi submetido & Comissdo de
Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu,
portanto essa comunicagdo deverd ser feita & comissdo ora citada.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo dos projetos,
apresentar ao CEP "Relatdrio Final de Atividades” (mde e sub-projetos).

Atenciosamente,

Prof®. Titular Mar cida Mdurdo Brasil
Coordenador do CEP em exercicio



CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,RG
n° , telefone (opcional): , residente
a

, sou

doador voluntario de sangue ao Hemocentro de Botucatu, FMB, UNESP e fui
informado(a) sobre a realizacdo da pesquisa “Quimioimunomodulagio com agentes
antineopléasicos e geragdo de vacinas de células dendriticas contra o cancer colorretal”.
Entendi que os pesquisadores querem testar o efeito de algumas drogas antitumorais
sobre células de defesa do organismo, com o objetivo de desenvolver um tipo de vacina
para melhorar a resposta imunologica contra o cincer de célon e reto. Entendi também
que para o desenvolvimento desse estudo é necessario usar as células brancas
(leucdcitos), uma parte do sangue que pode ser removida, sem prejuizo para o receptor

da transfusao.

Consentindo em participar, estou ciente de que apenas as células brancas do meu
sangue serao usadas para a realizacdo de culturas celulares e que tanto as hemacias
(células vermelhas) quanto o plasma, que contém plaquetas e outros componentes
importantes para o Banco de Sangue, serdo preservados. Compreendi que essa pesquisa
niao me trara nenhum risco, que nao havera necessidade de alterar a quantidade de
sangue a ser doado e que havera sigilo em relacio aos resultados obtidos. Embora eu
nio va ser diretamente beneficiado pelos resultados, os mesmos poderio fornecer
informagdes importantes para o desenvolvimento das vacinas antitumorais,

beneficiando outras pessoas no futuro.

O trabalho sera desenvolvido pelo Prof. Dr. Ramon Kaneno, do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, e pela aluna Juliana

Cristina Longo Frederico, CPF: 357161948-00.



Assim considero-me esclarecido(a) e concordo em colaborar com o
desenvolvimento do projeto, permitindo o uso dos meus leucocitos. Afirmo nio ter sido
pressionado(a) fisica ou psicologicamente para colaborar com a pesquisa ou assinar o
presente termo, estando ciente de que os responsaveis por este trabalho estarao
disponiveis para responder a quaisquer perguntas ou duvidas no Departamento de
Microbiologia e Imunologia. O nio consentimento da minha parte niio interferira na

qualidade do atendimento de minha saude em qualquer setor do HC-FMB/UNESP.

Botucatu, de de

Doador Prof. Dr. Ramon Kaneno
Depto. Microbiologia e Imunologia
Instituto de Biociéncias de Botucatu

UNESP

Colaboradora





