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RESUMO

O cancer € a segunda principal causa de morte em todo o mundo. Na prética, cancer € um termo
genérico que se refere a mais de 200 doencgas em que as células se dividem de forma anormal.
Apesar da capacidade de induzir imunidade antitumoral, as células tumorais sao capazes de
evitar o mecanismo efetor imune e progredir no hospedeiro. A imunoterapia contra o cancer
tem ganhado destaque pois busca reverter a imunossupressdo causada pelo céncer, ji que
envolve o uso do sistema imunoldgico para rejeitar tumores ou prevenir sua recorréncia. O
presente estudo buscou avaliar a influéncia de fatores soliveis, produzidos por linhagem de
tumor de mama, sobre a fun¢do e fenétipo de linfécitos humanos obtidos de doadoras saudéveis.
Para isso, foi coletado sangue periférico de seis voluntdrias sauddveis, do qual foram isolados
linfécitos, que foram cultivados com ou sem sobrenadante de linhagem de célula tumoral MCF-
7 e foram feitos o ensaio de linfoproliferacdo, fenotipagem e caracterizacdo da morte celular.
Os resultados mostraram que sobrenadante tumoral ndo afetou o fendétipo dos linfécitos
significativamente e nem a capacidade proliferativa, mas foi capaz de reduzir a porcentagem de
células mortas por apoptose e aumentar a porcentagem de células vidveis, indicando que os
fatores soluveis de MCF-7 tém efeito anti-apoptotico.

Palavras-chave: Sistema imune. Cancer. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death worldwide. In practice, cancer is a generic term
that refers to more than 200 diseases in which cells divide abnormally. Despite the ability to
induce anti-tumour immunity, tumoral cells are able to prevent the immune mechanism from
progressing in the host. Immunotherapy against cancer has as main objective to revert the
immunosuppression caused by cancer, since it involves the use of the immune system to reject
tumours or prevent their recurrence. The present study sought to evaluate the influence of
soluble factors, produced by breast tumor lineage, the function and phenotype of human
lymphocytes obtained from healthy donors. For this, peripheral blood was collected from six
healthy volunteers, from which isolated lymphocytes were cultured with or without MCF-7
tumor cell lineage supernatant and the lymphoproliferation, phenotyping and characterization
of cell death assays were performed. Results showed that tumor soluble factors did not affect
the lymphocyte phenotype significantly or the proliferative capacity, but was able to reduce the
percentage of dead cells by apoptosis and increase the percentage of viable cells, indicating that
the soluble factors of MCF-7 have an anti-apoptotic effect.

Key words: Immune system. Cancer. Tumour microenvironment.
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1 INTRODUCAO

O cancer € a segunda principal causa de morte em todo o mundo e estima-se que seja
responsdvel por cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2018, sendo que cerca de 1 em 6 mortes é
devido ao cancer. Cancer de pulmao, préstata, colorretal, estdmago e figado sdo os tipos mais
comuns de cancer em homens, enquanto mama, colorretal, pulmao, colo do ttero e tireoide sdao
os mais comuns entre as mulheres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Na pratica, cancer € um termo genérico que se refere a mais de 200 doencas em que as
células se dividem de forma anormal, descontrolada e conseguem invadir outros tecidos. Ao
mesmo tempo que compartilham certas caracteristicas, essas doengas sdo extremamente
diferentes em termos de sua origem genética e histopatoldgica, progressdo, agressividade,
progndstico, tratamento e também resposta ao tratamento (SAITO et al., 2015).

Apesar da capacidade de induzir imunidade antitumoral, as células tumorais sdo capazes
de evitar o mecanismo efetor imune e progredir no hospedeiro. Os tumores contém um
repertorio de células recrutadas, aparentemente normais, que contribuem para a aquisi¢cdo de
caracteristicas marcantes ao criar 0 microambiente tumoral, j4 que as células tumorais sdo
capazes de promover interacdes celulares e liberacdo de fatores soldveis que levam a
imunossupressdo e subversdo da resposta imune (DEEPAK e ACHARYA, 2010; PALUCKA
e COUSSENS, 2016).

A imunoterapia contra o cancer tem ganhado destaque pois busca reverter a
imunossupressdo causada pelo cincer, ji que envolve o uso do sistema imunolégico para
rejeitar tumores ou prevenir sua recorréncia. Resultados clinicos interessantes foram obtidos
usando vacinas contra o cancer, terapias de células T adotivas e anticorpos que estimulam a
atividade dos linfécitos T. Além disso, evidéncias crescentes sugerem que a imunidade
adaptativa contribui para os beneficios clinicos de longo prazo de tratamentos anticancer, como
quimioterapia e radioterapia (COULIE et al., 2014).

Um dos principais mecanismos de escape do tumor que limita o sucesso clinico da
imunoterapia do cancer € a funcio inadequada do sistema imune do hospedeiro no contexto de
um tumor em desenvolvimento. Portanto, a imunoterapia bem-sucedida do cancer, requer o
entendimento da relacdo natural entre o sistema imune do hospedeiro e as células tumorais
(DEEPAK e ACHARYA, 2010). Sendo assim, sdo importantes estudos para elucidar os
mecanismos pelos quais as células tumorais sdo capazes de manipular o sistema imunoldgico

para evadir a destrui¢do.
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O principal mecanismo de prote¢do imune adaptativa contra tumores € a eliminagdo das
células tumorais por linfécitos T citotéxicos (CD8*). Os linfécitos T auxiliares (CD4*) podem
desempenhar um papel nas respostas imunes antitumorais ao proporcionar citocinas para a
diferenciacdo de células T CD8+ naive em efetoras. Além disso, as células T auxiliares
especificas para antigenos tumorais sdo capazes de secretar citocinas, como fator de necrose

tumoral e interferon-y, que podem aumentar a capacidade de reconhecimento de células

neoplasicas por células T CD8* (ABBAS et al., 2015).
O presente estudo buscou avaliar a influéncia de fatores soliveis, produzidos por
linhagem de tumor de mama, sobre a fun¢do e fendtipo de linfécitos humanos obtidos de

doadoras saudaveis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O sistema imune € considerado atualmente como responsdvel pela defesa do organismo
e pela manutencao da homeostase, pois seus componentes sdo capazes nao apenas de neutralizar
e impedir a acdo de patégenos, mas também de modular processos fisiologicos em
desequilibrio, buscando preservar o proprio (ABBAS et al., 2015). Esse conceito abrangente
foi lapidado ao longo do desenvolvimento da imunologia.

O termo "imunidade" € derivado da palavra latina "immunitas", que originalmente levava
o conceito legal de isencdo. Desde a Idade Antiga fora observado que alguns individuos que se
recuperavam da doenca estavam de algum modo “isentos” da recorréncia. Assim, escrevendo
sobre a praga de Atenas em 430 a.C., Tucidides relatara que o0 mesmo homem nunca fora
atacado duas vezes pela doenca, pelo menos ndo fatalmente. Logo, os primeiros conceitos de
imunidade estavam intimamente relacionados com as teorias prevalecentes da doenca (LI,
2010).

A origem da imunologia como ciéncia costuma ser atribuida a Edward Jenner, que
observou, no fim do século XVIII, que a doenca da variola bovina, ou vaccinia, relativamente
branda, parecia conferir prote¢do contra a doenga da variola humana, geralmente fatal. Em
1796, ele demonstrou que a inoculacdo de um preparado obtido de pustulas da variola bovina
poderia proteger contra a variola humana. Jenner deu a esse procedimento o nome de vacinagao
(MURPHY, 2014).

Quando introduziu a vacinac¢do, Jenner nada sabia a respeito dos agentes infecciosos que
causam doencas. No final do século XIX as descobertas de Koch e de outros grandes
microbiologistas estimularam a expansdo da estratégia de vacina¢do de Jenner para outras
doengas. Nos anos 1880, Louis Pasteur projetou vacina contra a célera avidria, e desenvolveu
uma vacina antirrdbica. Tais triunfos levaram a busca dos mecanismos de prote¢do imunoldgica
e ao desenvolvimento da ciéncia da imunologia. Assim, a imunologia desenvolveu-se como
ramo da microbiologia, desenvolvendo-se a partir dos estudos das doencas infecciosas e das
respostas do organismo a estas doencas (MURPHY, 2014).

Durante grande parte do século XX, o ceticismo era alto em relag@o a existéncia de uma
resposta imune ao cancer em humanos e existiam ddvidas quanto a aplicabilidade aos seres
humanos de informagdes derivadas de estudos de tumores murinos transplantaveis. A revisio
de Woglom et al. (1929) comentando sobre imunoterapia e cancer concluiu que: “Seria tao

dificil rejeitar a orelha direita e deixar a orelha esquerda intacta quanto imunizar contra o
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cancer”. Mais tarde, a revisdao de Hewitt ez al. (1976) ndo relatou nenhuma evidéncia de resposta
imune a 27 diferentes tumores espontaneos em camundongos.

A primeira indicacdo clara de que manipulagdes imunoldgicas poderiam causar a
regressdo de canceres humanos invasivos estabelecidos veio de estudos sobre a administraciao
de altas doses de IL-2 recombinante em humanos, sendo mostrada a regressdo de tumores
invasivos volumosos em pacientes com melanoma metastatico, cancer renal e linfoma nao-
Hodgkin (ROSENBERG et al., 1983).

A IL-2, uma citocina produzida por linfécitos T auxiliares, possui efeitos estimuladores
imunolégicos, incluindo a expansao de linfécitos apds ativacdo por antigeno especifico. Uma
vez que a IL-2 ndo tem impacto direto nas células cancerigenas, seu efeito in vivo nos canceres
resulta da sua capacidade de expandir os linfécitos com atividade antitumoral (ROSENBERG,
2001).

O desenvolvimento de métodos de propagacdo de células T humanas de pacientes com
cancer possibilitou a identificacdo de um antigeno préprio do melanoma: MAGE-I,
evidenciando que o sistema imune € capaz de responder aos antigenos tumorais (VAN DER
BRUGGEN et al., 1991; TRAVERSARI et al., 1992).

Esse achado impulsionou a descoberta de diversos antigenos tumorais conhecidos
atualmente e a presenca de antigenos tumor-especificos fornece uma justificativa para trés
abordagens para imunoterapia de cancer que estdo atualmente em desenvolvimento: o uso de
anticorpos estimuladores de células T, transferéncia adotiva de células T antitumorais e
vacinag¢do (COULIE et al., 2014).

De acordo com conceito de vigilancia imunoldgica, o sistema imune € capaz de
reconhecer e destruir clones de células neopldsicas antes que se transformem em tumores e
também € capaz de eliminar tumores depois de formados. Assim, individuos imunossuprimidos
tem maior risco de desenvolver cancer, mas, mesmo em pessoas imunocompetentes, as células
tumorais sdo capazes de evitar o sistema imune por varios mecanismos e resultar em cancer
(KUMAR et al., 2015).

Sdo reconhecidas dez caracteristicas principais do cancer, incluindo multiplicacdo
ilimitada, evasdo de supressores de crescimento, promog¢do de invasdo e metastase, resisténcia
a apoptose, estimulacdo da angiogénese, manutencdo da sinalizacdo proliferativa, desregulacao
do metabolismo energético celular, instabilidade gend6mica e mutagao, inflamagao associada ao
tumor e evasao da destruicdo imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A explicagdo sobre a capacidade das células tumorais de evadir os mecanismos de

destruicao do sistema imune é demonstrada pela teoria da imunoedicdo do cancer. Considera-
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se que o sistema imune do hospedeiro molda o destino do tumor em trés fases: eliminagao,
equilibrio e escape (ilustrado na Figura 1). Na primeira fase, denominada eliminagao, as células
transformadas sdo destruidas por um sistema imunolégico competente. No entanto, células
tumorais esporddicas podem conseguir sobreviver a destruicio imune e entdo entrar em uma
fase de equilibrio, onde ha coexisténcia entre as células imunes e as células tumorais, sendo
estas controladas, mas ndo eliminadas. E possivel que haja eliminac¢io do tumor, contudo, outra
possibilidade é que células imunes exercam uma pressao seletiva sobre células neopldsicas e
estas, imunologicamente esculpidas, entram na fase de escape da resposta imune e progridem
com mecanismos de supressdo ou subversdo da resposta imune (DUNN et al., 2004;

SCHREIBER et al., 2011; MITTAL et al., 2014).

Figura 1 — Processo de imunoedicdo do cancer.
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Com o processo de carcinogé€nese asNa fase de eliminacio, elementos inatos e adaptativos da imunidade trabalham
em conjunto para destruir as células neopldsicas. Se essa fase for concluida, o hospedeiro permanecerd livre de
cancer e a eliminagdo representard a extensao total do processo. Se, no entanto, eventuais células neoplasicas nao
forem destruidas na fase de eliminacdo, pode-se entrar na fase de equilibrio, na qual seu crescimento € evitado por
mecanismos imunolégicos. Para isso células T, IL-12 e IFN-v sdo necessdrios manter as células tumorais em um
estado de dorméncia funcional. A edi¢cdo da imunogenicidade do tumor ocorre na fase de equilibrio. O equilibrio
também pode representar um estdgio final do processo de imunodeficiéncia do cancer e pode restringir o
crescimento de canceres que ficardo ocultos durante toda a vida do hospedeiro. Entretanto, como consequéncia da
constante pressdo de sele¢do imune constante em células tumorais geneticamente instaveis mantidas em equilibrio,
podem surgir variantes de células tumorais que (1) ndo sdo mais reconhecidas pela imunidade adaptativa (variantes
de perda de antigenos ou células tumorais que desenvolvem defeitos no processamento de antigenos ou
apresentacdo), (2) tornarem-se insensiveis aos mecanismos efetores imunes, ou (3) induzem um estado
imunossupressor dentro do microambiente tumoral. Essas células tumorais podem entdo entrar na fase de escape,
na qual seu crescimento ndo € mais bloqueado pelo sistema imune, e assim emergem para causar doenga
clinicamente aparente.
Fonte: Schreiber et al. (2011) com modifica¢des da autora.
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As respostas imunes que sdo capazes de destruir as células tumorais sio mediadas
principalmente por células NK e linfécitos T citotoxicos. Os tumores evadem das respostas
imunes através de varios mecanismos que incluem a reducdo da expressao de moléculas do
MHC, crescimento seletivo de células que ndo expressam antigenos tumorais, producido de
substancias imunossupressoras soliveis, acoplamento dos receptores inibitdrios nos linfécitos
por seus ligantes expressos nas células tumorais, e a inducdo de células T regulatdrias
(SCHREIBER et al., 2011; GAJEWSKI; SCHREIBER; FU, 2013).

O efeito da atividade das células tumorais sobre as células do sistema imune € multiplo e
pode incluir diversos mecanismos. A imunomodula¢do mediada pelo tumor possibilita que as
células neopldsicas interferiram em cada passo da resposta inflamatéria antitumoral. Nao
apenas a interacdo intercelular, mas também fatores soliveis tumorais dificultam a funcdo
efetora das células imunes envolvidas e as reprogramam como células caracterizadas por
fenétipo regulatério e imunossupressor (ELINAV et al., 2013).

A caracteriza¢do do microambiente tumoral em pacientes com cancer revela evidéncias
de fenotipos imunoldgicos distintos com base na presenga ou auséncia de inflamacao baseada
em células T. Essas observacOes possibilitaram identificar biomarcadores preditivos para
resposta a imunoterapias e estdo orientando a identificacio de novas intervengdes
imunoterapéuticas. Os tumores infiltrados de células T podem responder de forma ideal as
terapias que visam interferir nos mecanismos inibitérios do sistema imunoldgico. Os tumores
ndo infiltrados de células T podem requerer intervengdes adicionais com o objetivo de
promover uma inflamacao ideal e ativacdo imune no microambiente tumoral (GAJEWSKI;
SCHREIBER; FU, 2013).

A literatura relata que a andlise do microambiente tumoral de pacientes com diversos
tumores sélidos, como carcinoma de células renais, melanoma, cincer de ovario e cancer de
mama revela infiltrados de linfécitos T (ZHANG et al., 2003; KREIKE et al., 2007,
MAHMOUD et al., 2011; RUSAKIEWICZ et al., 2013). E presumido que inclui linfécitos T
antigeno-especificos para o tumor, que tenham sido espontaneamente ativados em resposta ao
crescimento tumoral, talvez por mecanismos de vigilancia imunolégica (GAJEWSKI ez al.,
2013).

Em tumores com infiltrados de células T, as quimiocinas suportam o influxo de linfécitos
T efetores CD8*, mas estas subsequentemente se tornam funcionalmente inibidas pelos efeitos
das células tumorais. Em tumores nao infiltrados de células T, hd mé expressao de quimiocinas

e falta de infiltracdo de células T. Assim, os infiltrados tumorais de células T tem maior
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capacidade de responder de forma ideal as terapias que visam reverter a imunossupressao
(GAJEWSKI et al., 2013).

Um mecanismo fundamental para o correto funcionamento do sistema imune € a
apoptose. Durante os estdgios iniciais da linfopoiese, a sinalizacdo dos fatores de crescimento
¢ um regulador essencial da homeostase, regulando a sobrevivéncia dos progenitores de
linfécitos. Durante a diferenciacdo dos linfécitos, a apoptose assegura que os linfécitos
expressem receptores funcionais de antigenos e € essencial para a eliminacdo de linfécitos
autorreativos. Alteracdes na expressdo ou fun¢do de moduladores de morte celular, podem
resultar em condic¢des patoldgicas, incluindo imunodeficiéncia, autoimunidade e cancer, tendo
em vista que regulacdo da morte celular protege a responsividade dos linfécitos (OPFERMAN,
2008).

O Comité de Nomenclatura em Morte Celular propds que os pesquisadores deveriam
definir uma célula como morta quando as seguintes caracteristicas sdo observadas: (1) a célula
perdeu a integridade da membrana plasmatica; (2) a célula sofreu desintegracao completa; (3)
o que resta da célula foi fagocitada pelas células vizinhas in vivo (KROEMER et al. 2009).

Desta forma, estudos que busquem aprofundar os efeitos no fenétipo, fun¢do e sobrevida
dos linfécitos sdo importantes para entender a imunidade no contexto de cancer e possibilitar o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de fatores soliveis liberados por linhagem de células tumorais sobre
a proliferacdo, fendtipo e morte de linfdcitos, para contribuir com estudos acerca do microambiente

tumoral.

4 Objetivos especificos

—Isolar linfécitos de sangue periférico humano;

— Determinar o fen6tipo dos linfécitos;

— Avaliar efeitos dos fatores soliveis de células tumorais sobre a proliferacdo de
linfdcitos;

— Caracterizar a morte celular dos linfocitos.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Grupo de estudo

As seis voluntarias, com idade entre 22 e 40 anos, foram informadas sobre o intuito do
estudo e assinaram o termo de consentimento livre e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Maranhio. Foram critérios de inclusido sentir-se bem e com sadde,
ndo possuir diagndstico de doenga cronica, concordar em participar da pesquisa e assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMA, conforme o projeto n. 1.308.275 (Anexol). Foram critérios de exclusio
pacientes que ndo se enquadrarem nos critérios de inclusdo acima descritos e/ou ndo
concordarem assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A cronologia do

experimento estd ilustrada na (Figura 2)

Figura 2 — Cronologia do experimento

* Obtengdo dos ¢ Cultura ¢ Cultura * Imunofenotipagem
linfécitos * Leitura do CFSE

* Imunofenotipagem (linfoproliferagdo)

* Marcagdo com * Avaliacdo da
CFSE morte celular

* Cultura

Fonte: criada pela autora.

5.2 Obtencao de linfécitos do sangue periférico

As amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa em tubos a vacuo contendo
EDTA como anticoagulante, obtendo-se um volume final médio de 7mL de sangue. Para
obtencdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e isolamento dos linfcitos,
em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar), o sangue foi diluido com PBS (tampdo de
fosfato) na proporc¢io de 1:1. Em um tubo conico de 50mL, adicionou-se um volume de Ficoll®
Paque Plus correspondente a quantidade de sangue coletada. O sangue diluido foi adicionado

sobre a camada de Ficoll®.
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O material foi centrifugado a 900g por 30 minutos, a 18°C. A camada de células
mononucleares formada foi cuidadosamente retirada, colocada em outro tubo juntamente com
PBS e centrifugada a 600g por 10 min. As células foram lavadas por mais duas vezes e
centrifugadas a 300g e 200g, respectivamente, para eliminacdo das plaquetas. Entre a segunda
e a terceira lavagem, retirou-se uma aliquota da suspensdo de células para contagem e
determinagdo da viabilidade celular em camara de Neubauer com corante azul de tripan
conforme o item 4.3.

Ap6s a terceira lavagem, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado
10% com soro fetal bovino (R-10) em quantidade suficiente para a concentracio de 1x10°
células/mL. As PBMCs foram colocadas em placas de plastico especificas para cultura de
células, em estufa a 5% CO., a 37°C por 2h, para aderéncia.

Passado esse tempo, as células ndo-aderentes foram retiradas e contadas. As células
aderentes foram consideradas mondcitos e as ndo aderentes linfécitos. Separou-se entdo parte
das ndo aderentes para andlise fenotipica como descrito no item 4.4. O restante dos linfécitos
foi destinado a cultura conforme o item 4.6. Ressalta-se que todo o procedimento foi feito em

ambiente estéril para que nao houvesse contaminacao microbiana nas amostras.

5.3 Viabilidade celular por azul de tripan

Em 10pL da suspensdo celular foram adicionados 10puL de azul de tripan a 0,4% para a
observagdo e contagem em camara de Neubauer por microscopia Optica. O corante azul de
tripan permite detectar células invidveis que, por apresentarem danos na membrana plasmatica,
permitem a incorporac¢do do corante e coram-se em azul, diferentemente das células vidveis,
com membrana plasmatica integra, que bloqueia a passagem do corante, mantendo-se ndo-
corada (MCATEER, 1994).

Para calcular a porcentagem de células vidveis (viabilidade) utilizou-se a equagdo abaixo.

L células ndo coradas
Viabilidade (%) = total de células x 100

5.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Foram utilizadas aliquotas de 2x10° células e colocadas em microtubos pldsticos de
1,5mL que foram centrifugadas por 1min, a 10500g para obtengdo de um pellet. O sobrenadante

foi descartado e a amostra lavada duas vezes com PBSA 1%. Foram adicionados os anticorpos



19

monoclonais comerciais especificos para os marcadores de interesse: CD3 (marcador de
linfécitos T), CD4 (molécula do complexo TCR de linfécitos T auxiliares), CD8 (molécula do
complexo TCR de linfécitos T citotéxicos) e CD28 (proteina expressa nas células T que fornece
sinais co-estimulatdrios necessarios para a ativagao e sobrevivéncia das células T).

Com o intuito de calibrar o equipamento antes da andlise, também foram feitas monocatas
marcadas cada um dos anticorpos € uma amostra foi deixada sem anticorpo algum (branco),
mas passou por todas as outras etapas.

As amostras foram incubadas por 20 min a 4°C ao abrigo da luz. Apés este periodo, o
material foi lavado duas vezes com PBSA 1% e fixado com tampio contendo 4% de
paraformaldeido, por 15 minutos. Apds centrifugadas, as amostras foram ressuspendidas em
200puL de PBSA 1% e armazenadas ao abrigo da luz em geladeira, a 4°C, por até sete dias, para
que fosse feita a leitura por citometria de fluxo (Guava® easyCyte™ 8HT).

Para a andlise, foram considerados os seguintes perfis fenotipicos:

e Linfécitos CD3+;
e Linfécitos CD3+ CD4- CD8+;
e Linfocitos CD3+ CD4- CD8+ CD28+;
e Linfécitos CD3+ CD4+ CDS-;
¢ Linfécitos CD3+ CD4+ CD8- CD28+.
Para isso, utilizando o software FlowJo, foram definidos gates, e avaliaram-se as

populagdes, conforme mostra a Figura 3.
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5.5 Obtencao de sobrenadante tumoral

O sobrenadante foi obtido de células da linhagem MCF-7 (SOULE et al. 1973)
provenientes do Laboratério de Imunologia Aplicada ao Cancer (UFMA), cultivadas até
atingirem confluéncia de 80%. Para evitar restos celulares, o sobrenadante foi filtrado com filtro

de seringa antes do uso.

5.6 Cultura de linfocitos

Os linf6citos foram cultivados com 200uL. de veiculo por trés dias em placa de 96 pocos
(2x10° células por pogo). Parte das células foram marcadas com carboxifluoresceina
succinimidil éster (CFSE) para o ensaio de linfoproliferagao conforme o item 4.7. Os grupos
foram os seguintes:

e Linfdcitos + Meio R-10 (Ly+meio)

e Linfécitos + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7 (Ly+ST)

e Linfécitos marcados com CFSE + Meio R-10

e Linfécitos marcados com CFSE + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7
e Linf6citos marcados com CFSE + Meio R-10 + fitohemaglutinina

e Linf6citos marcados com CFSE + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7

+ fitohemaglutinina

5.7 Ensaio de linfoproliferacao

As células foram marcadas antes da cultura com CFSE — (Invitrogen, CellTrace™ CFSE
Cell Proliferation Kit), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds o terceiro dia de cultura,
as células marcadas com CFSE foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCallibur (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, U.S.A.) Como controle positivo foi
utilizado o mitégeno fitohemaglutinina.

O CFSE € capaz de reagir com as aminas intracelulares, formando conjugados
fluorescentes estdveis. A fluorescéncia das células marcadas se mantém durante o
desenvolvimento celular. Quando ocorre divisdo celular, a marcacio € herdada pelas células-
filhas, sendo que ndo € transferida para células adjacentes em uma populagdo, entdo diferentes

intensidades de fluorescéncia indicam diferentes geracdes de células (TARIO JR ef al., 2012).
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O software FlowJo, utilizado para analisar a proliferacdo, vale-se da intensidade de
fluorescéncia emitida por cada célula e entdo calculada as medidas de proliferacdo, como
exemplificado na Figura 4.

Figura 4 - Exemplo de andlise da proliferacdo celular

* | Percent Divided : 24,4
Proliferation Index : 1,568
Expansion Index : 1,58
150 5 Division Index : 0,38
Replication Index : 3,37
Std.Deviation: 0,79
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Root Mean Squared : 3,22
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'
Statistics

Generation 3: 527
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| FLA-H v | | Reset To Defaults

O grifico mostra as geracdes de células de acordo com a intensidade de fluorescéncia. Os parametros calculados
sdo disponibilizados ao lado do grafico

Fonte: Dados da pesquisa avaliados pelo FlowJo

O indice de proliferacao calculado pelo FlowJo € o nimero total de divisdes dividido pelo
nimero de células que entraram em divisdo. Assim, o indice de proliferacao leva em conta
apenas as células que sofreram pelo menos uma divisdo, ou seja, apenas as células responsivas

sao refletidas no indice de proliferacio (ROEDERER, 2011).

5.8 Avaliaciao de morte celular por citometria de fluxo

Ap6s a cultura, parte das células sem CFSE foram destinadas a avaliagdo de morte celular.
A anexina V € uma proteina placentaria humana que se liga especificamente a fosfatidilserina
na presenca de cdlcio. A anexina V conjugada com fluorocromo € uma ferramenta comumente
usada para detectar e quantificar a exposicao de fosfatidilserina, caracteristica da assimetria de
membrana plasmadtica. A detec¢do da anexina V deve ser combinada com o uso de reagentes de
viabilidade celular, como iodeto de propidio (PI), que ndo é capaz de penetrar na membrana
plasmdtica integra, podendo ser usados em conjunto para diferenciar células apoptéticas e

necroticas. (VERMES et al., 1995).
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No presente estudo, foi utilizando o kit Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit (BD
Pharmingen™), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds aquisicao das células em citdmetro
de fluxo FACSCallibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, U.S.A.),
as células foram selecionadas de acordo com seu tamanho e granulosidade.

A selecdo das células marcadas com Anexina V-FITC/PI permitiu a distincdo de grupos
celulares (Figura 5), que foram classificados como:

e Anexina+ PI-: células em apoptose;
e Anexina+ PI+: células invidveis, mortas por apoptose;
e Anexina- PI+: células invidveis, mortas por necrose;

e Anexina- PI-: células viaveis.

Figura 5 — Marcacdo com Anexina V FITC e iodeto de propidio
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A figura mostra um exemplo de leitura da marca¢io com Anexina V FITC (AV) e iodeto de propidio (PI). Ao lado
de cada quadrante estd ilustrado o estado das respectivas células. Q1: células em apoptose; Q2: células invidveis,
mortas por apoptose; Q3: células invidveis, mortas por necrose; Q4: células vidveis.

Fonte: dados da pesquisa.
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5.9 Analise dos dados

As amostras para realizar os testes de imunofenotipagem, linfoproliferacio e avaliacio
da morte celular foram feitas em duplicata, totalizando 12 amostras. Os dados obtidos por
citometria de fluxo foram analisados com auxilio do software FlowJo® (versdo 10.5.). Apés
processamento dos dados, utilizou-se o GraphPad Prism (versdo 8.0.1) para realizar os testes
estatisticos Anova seguido de teste Tukey para a fenotipagem e linfoproliferacio e Anova

seguido de Sidak para analisar os dados da morte celular.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Quanto a frequéncia de linfécitos CD3+ aumentou no grupo cultivado com meio R-10
(antes: 76,7£5,9% e depois: 88,1+4,4%, p=0,006). Nao houve diferenca entre o cultivo com
meio R-10 e tratado com sobrenadante tumoral.

Analisando a expressao de CD8, ndo houve diferencas na frequéncia de células positivas.
No entanto, houve aumento da frequéncia de células CD8+ CD28+, o tempo de cultura
provocou diferenca na frequéncia de células no grupo cultivado com meio R-10 (antes:
56,04+21,8%, depois: 74,848,7%), p<0,0001) e também no grupo cultivado com sobrenadante
tumoral (antes: 56,04+21,8%, depois: 80,2+5,02% p<0,0001). Nao houve diferenca entre os
grupos ndo-tratado (cultivado com meio R-10) e tratado com sobrenadante.

Em relagcdo a CD4, ndo houve diferenca quando analisado sozinho, nas células T. Quando
analisadas as células CD4+ CD28+, notou-se que houve redu¢do na frequéncia com o tempo de
cultura (antes: 93,8+4%, depois: 59,9+6,9%) sendo que o grupo tratado com sobrenadante
também apresentou menor frequéncia em relacao ao valor antes do tratamento (antes: 93,8+4%,

depois: 57,8+8,5%). Nao houve diferenca entre o grupo tratado e o ndo tratado (Figura 6).

Figura 6 — Fenoétipo dos linfécitos

== CD3i+
i } i CD3+: CD4- CD&+

CD3+: CDd- CDE+ CDA8+4

101} 5

?5-{

CDi3+: CDd+ CDE-

I

CD3+: CDd+ CD3- CD23+

Percentual
rn
=
[ 1

254

“ | | | | | | | | |
oA Depd BeaA Do A Do
b3 @,\_:p b @q}m‘-:\ b @q\mﬁx b @:i\« - W Q\é"'"
A% & A A% B o A
b b b ’ ¢

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. N= 12 por grupo. Ly dO: linfécitos obtidos no dia 0;
Ly+meio: linfécitos ndo tratados, cutivados com meio R-10 por trés dias; Ly+ST: linfécitos tratados com
sobrenadante tumoral por trés dias.

Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism.
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Os linfécitos T requerem para ativacdo ndo somente o sinal especifico de antigeno, que €
liberado pelo receptor de antigeno apds seu acoplamento com peptideos antigénicos
apresentados no contexto das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), mas também requer sinais secundarios ou coestimulatérios fornecidos pelas APCs
(LINSLEY e LEDBETTER, 1993).

A molécula CD28 de células T € um receptor para sinais coestimulatérios fornecidos pela
molécula B7 na APC. O receptor CD28 € estimulado durante o contato de células T com células
apresentadoras de antigeno — por meio da molécula B7. A inibicdo das interacdes B7-CD28
bloqueia as respostas, tanto in vitro quanto in vivo. Durante as respostas das células T aos
antigenos, a estimulacdo do receptor CD28 pode ser necessdria para prevenir a inativacao clonal
ou anergia (LINSLEY e LEDBETTER, 1993).

Usando modelos in vitro, Schwartz e colaboradores, ja em 1987 mostraram que a
apresentacdo de antigenos na auséncia de co-estimulacdo de células T levou a inativacdo
funcional ou a anergia clonal de células T. A estimulacdo de células T na auséncia de
coestimulacdo também pode levar a morte de células T induzida por ativacdo. Assim, as vias
costimulatdrias das células T determinam se o envolvimento do TCR resulta em ativagdo ou
inativag@o imunolégica.

Diferentemente de outros membros da familia das imunoglobulinas, cuja sintese e
expressdo de superficie sdo reguladas pela ativacdo celular, o CD28 é constitutivamente
expresso tanto em células T CD4+ virgens quanto ativadas, mas sua expressao aumenta com a
ativacdo. A expressao € influenciada pela taxa de sintese de proteinas, longevidade na superficie
da célula, bem como mecanismos de endocitose que removem o receptor da superficie da célula
(RIHA e RUDD, 2010).

As diferencas observadas no presente estudo indicam que o fator determinante para a
mudanga foi o tempo de cultura, e ndo o tratamento. Como a cultura ndo continha APCs, como
células dendriticas, capazes de co-estimular os linfécitos, € plausivel o fato de ndo haver

variagdes fenotipicas relevantes entre os linfocitos tratados e ndo tratados.

6.2 Proliferacao

A andlise estatistica dos dados mostrou que o indice de proliferacio dos grupos
estimulados com o controle positivo fitohemaglutinina, meio+phy (1,7+0,6%) e ST+phy
1,5+0,8) foi maior que do grupo meio (0,9+0,3%). As outras comparagdes ndo indicaram

diferenca estatistica (Figura 7)
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Figura 7 — Indice de proliferacio de linfécitos mantidos em cultura por 3 dias
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Os dados estdo expressos como média + desvio padrao. N= 12 por grupo. Andlise feita utilizando o software
GraphPad Prism por Anova seguida de teste Tukey. **p<0,0021.

Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism.

A fitohemaglutinina, é amplamente utilizada com fins de estimulacdo mitética em
linf6citos humanos (MOVAFAGH et al. 2011). O fato dos indices de proliferacao das amostras
com fitohemaglutinina terem sido maiores demonstra que o ensaio funcionou e de fato nio ha

diferenca entre os grupos nao-tratado e tratado com sobrenadante tumoral.

6.3 Caracterizacio da morte celular

Quando analisados os grupos meio e ST, observou-se que haviam mais células mortas
por apoptose no grupo ndo tratado do que no grupo tratado com sobrenadante tumoral
(respectivamente: 8,2+2,6% e 4,9+1,3%; p<0,0001). No grupo tratado com sobrenadante
tumoral haviam mais células vidveis do que no grupo nao tratado (respectivamente: 83,7+0,6%
e 78,9+2,8%; p<0,0001) (Figura 8).

A morte celular ocorre quando uma célula falha em manter funcdes vitais essenciais e
pode ser ndo programada, no caso de lesdo ou trauma, ou programada, como em processos
como apoptose e autofagia. A morte celular pode ser classificada de acordo com sua aparéncia
morfoldgica (como apoptdtica ou necrética), critérios enzimdticos (com ou sem envolvimento
de proteases distintas), aspectos funcionais (programados ou ndo programados) ou

caracteristicas imunoldgicas (imunogénicas ou nao imunogénicas) (GALLUZZI et al., 2012).
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Figura 8 — Caracterizacdo da morte celular
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Os dados estao expressos como média + desvio padrdo. N= 12 por grupo. Teste Anova seguido de teste Sidak.
*H*%p<0,0001.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism

A apoptose € um tipo de morte celular programada que € critica para numerosos processos
fisiolégicos normais. Um sinal precoce de apoptose € a perda de assimetria de membrana
celular, em que residuos de fosfatidilserina incorporados na membrana plasmatica interna
tornam-se exteriorizados e sinalizam fagocitose (VERMES ef al., 1995). Em contraste com a
necrose, a célula apoptdtica ndo provoca uma resposta inflamatéria e as células sao afetadas
pela apoptose individualmente in vivo (GALLUZZI et al., 2012).

A menor quantidade de células apoptéticas no grupo tratado com sobrenadante tumoral,
sugere que os fatores soluveis das células MCF7 teve efeito anti-apoptotico sobre os linfdcitos,
em concordancia com a literatura que indica a producao de fatores anti-apoptéticos por células
da linhagem MCF7, como proteinas da familia Bcl-2 e survivina (SIDDIQA et al., 2008;
HWANG et al. 2016).
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7 CONCLUSAO

O sobrenadante tumoral ndo teve efeito sobre o fenétipo dos linfécitos € nem sobre a
capacidade proliferativa, mas foi capaz de reduzir a porcentagem de células mortas por apoptose
e aumentar a porcentagem de células vidveis, indicando que os fatores soliveis de MCF7 t€ém
efeito anti-apoptético sobre os linfdcitos.

O estudo possibilitou esclarecer o efeito do sobrenadante tumoral da linhagem MCF7
diretamente sobre os linfdcitos, ajudando a esclarecer dados de pesquisas em andamento que

buscam tragar estratégias para a imunoterapia do cancer.
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de expressdo génica apresenta grande potencial para a identificagdo de marcadores moleculares & vém
contribuindo para o desenvolvimento de novas terapias em uma série de cinceres humanos. Meste sentide,
propomos, por meio de analises de array-CGH, alteragie no nimero de copias (CHA), miRNAS, e analise de
express3o génica e

protéica, a identificagdo de marcadores moleculares em tumores penianos de pacientes provenientes do
Estado do Maranhio, normalmente diagnosticados em estagios clinicos avangados, onde o risco de
recomméncia tumaoral & elevado. Os perfis gendmicos cbservados serdo validados através de analises génicas
especificas e funcionais, incluinde as principais vias de sinalizagie celular identificadas. Estas analises
podem, futuramente, contribuir para a redugdo da taxa de mortalidade por estes tumaores, pela predigio do
prognostico em uma fase inicial do atendimento clinico, bem como pela escolha adequada do tratamenio,

propiciando uma resposta terapéutica satisfatoria.

Objetivo da Pesquisa:

Ohbjetivo Primario:

|dentificar alteragdes gendmicas & na expressdo génica & proteica em cdncer de pénis, buscande a
identificagio de marcadores moleculares para este tipo de tumor.

Ohbjetivo Secundaria:

-Caracterizar os portadores de carcinomas penianos do Estado do Maranhdo para o desenvalviments de um
regisire epidemiologico especifico para os homens do estado, a fim de identificar os principais fatores de
risco & promover e incentivar agles preventivas.

«ldentificar a presenca de papilomavirus humano (HFV) e genotipar os subtipos virais.

sldentificar o perfil de alteraglies gendmicas atraves do meiodo de amay-CGH.

«ldentificar o perfil de expressao de miRMNAS.

sldentificar alieragies no nimero de copias génicas (CMA) por meio de gFCR.

sIntegrar os dados de alteragdes de nimero de copias de DMA com os de expressdo de miRMA nas
mesmas amaostras tumorais.

-fvaliar alteragdes na expressio de genes especificos por meio de RT-FCA.

«|dentificar, por citometria de fluxo & imunochistoguimica, variagdes na expressio de proteinas relacionadas
as alteragies genéticas detectadas nas células tumorais.

« Comrelacionar as alteragfes observadas com pardmetros clinico-patoldgicos dos pacientes (tipo histologico,
grau de estadiamento, tamanho do tumer), incluinds dades de seguimento clinico (tempao livre da dosnca,

recoméncia tumoral, sobrevida, entre outros).
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este projeio confers riscos minimes aos pacientes uma vez nao sera realizada nenhuma inter».ren-g:.in dirsta
ou indireta para fins exclusivos desta pesguisa, mas somente aquelas previstas para o diagndstico e
tratamento dos sujeitos da pesquisa. As amostras bioldgicas a serem utilizadas serdoc provenientes de
procedimentos cirdrgicos prescritos para o5 casos com diagnigstico clinico e anatomopatologico de cancer
de pEnis. A coleta dos fragmentos de tumnor ndo implicara em riscos adicionais no rataments ou na cirurgia,
& nem tampouco, em aumento no tempeo de operagdo ou extensdo da mesma. Sob o aspects emocional, os
pacientes serdo informados pela equipe médica, que sua participagio na pesquisa ndo terd nenhuma
influéncia sobre seu tratamento, de modo que eles devem se sentir livres para escolher entre participar ou
nac da pesquisa. Assim, € garantida a continuidade do acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e
ur'ient.:i-;.in dos pacientes independentemente destes concordarem ou nac em participar da pesquisa.

E garantida a manutengdo do sigile e da privacidade dos participantes da pesquisa durante todas as fases
da pesguisa. Todos os dados da pacients sao absolutamente confidenciais e, portanto, serdo comunicados
somente 3 pacients ou a0 médico que a acompanha. As amostras bioldgicas, bem como as informagies
clinico-laboratoriais serdo codificadas para registro em programa computacional especifice, cuja aceso
somenie & possivel atraves de senha de identificagio Unica. Os resultados das analises genéticas para fins
de divulgagdo cientifica sempre serdo feitos considerando-se o grupo amostral, e ndo individualmente.
Esses procedimentos garantem a confidencialidade & a privacidade, a prnteg:icl da imagem e a nac
estigmatizagio dos participantes da pesquiza, garantindo a ndo utilizagio das informagdes em prejuizo das
pessoas elou das comunidades, inclusive em termeos de auto estima, de prestigio elou de aspectos
econgmico-financeiros, conforme previsto na resolugdo n°488, de 12 de dezembro de 2012
Beneficios:

O material biologice sera processado para analise de alteragdes moleculares e este trabalho devers produsic
resultados gque ndo beneficiario diretamente o sujeitc da pesquisa, mas contribuira para produgdo de
conhecimente sobre a patologia para futuras investigagiies sobre possiveis marcadores genéticos
moleculares diagnosticos e prognosticos. Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo comparados aos ja
existentes na

literatura cientifica e serdo tornados publicos, sejam eles favoraveis ou ndo.

Enderego. Awvenida dos Portugueses, 1965 CES Velho

Balmro: Eloco C,5ala 7, Comiie de Elca CEP: 55.080-040
UF: MA Municiplo:  SAQ LIS
Talalone: (08)3272-5708 Fax: (0E)3272-5704 E-mall:  cepufmaiguima br

Pl 2 5 105

34



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO/MA

Confinuaghs do Fanscer: 1308275

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

.

A pesquisa esta muito bemn elaborada com um forte referencial tedrico bons objetivos excelentes materiais

métodos, & demais elementos necessarios ao bom andamenic do projeto de pesquisa.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados e estdo de acordo com a resolugSo 466/12 do CHNS.

Recomendagbes:

Todas as recomendacdes foram acatadas e comigidas.

Conclusces ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as pendéncias foram acatadas ou esclarecidas e corrigidas pela pesquisadora e estio de acordo

com a resalugio 466/

12 do CNS.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 29/1D/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 248615 pdf 15:48:44
Declaragio da CARTALIME.pdf 2012015 | SILMA REGIMA Aceito
Instituigdo & 15:46:25 |FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaracio de CARTAGYLEAMES. pdf 2802015 [ SILMA REGIMA Aceito

|Pesguisadores 15:48:04 |FERREIRA
Declaragio da CARTALABGEM.pdf 2012015 | SILMA REGIMA Aceito
Instituigdo & 123735 |FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaracio de CARTALabimunofisiologia.pdf 28102015 | SILMA REGINA Aceito
Instituigio e 12:31:36 |FERREIRA
| Infraestrutura PEREIRA
Declaracio da CARTAARaPaula_pdf 29M0/2015 (SILMA REGINA Aieito
FPesguisadores 12:28:12 FERREIRA
Declaracio de CartaMartaBelfort. pdf 281002015 | SILMA REGINA Aceito
|Pesguisadores 12:23:47 |FERREIRA
Declaragio da CARTALEUDINAM. pdf 2802015 | SILMA REGIMA Aceito
FPesguisadores 12:23:15 |FERREIRA
Otros RESPOSTAADPARECERcapeniano.pdf| 28102015 | SILMA REGIMNA Aceito
18:20:31 FERREIRA
Dutros FichaSujeitcdapesquisa.pdf 28102015 | SILMA REGINA Aceito
18:57:15 |FERREIRA
Declaracao de Anuenciainstituicac._pdf 28M0/2015 |SILMA REGINA Aeito
Instituigio 18:58:25 |FERREIRA
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