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RESUMO

O melanoma € um tipo de tumor de pele com altas taxas de incidéncias por todo
mundo. Buscando formas de terapia auxiliar, destaca-se o Imiquimode (IMIQ),
um creme de uso tdpico que atua no receptor tipo toll-7 (TLR-7) estimulando o
sistema imune inato a promover atividades tumoricidas. No presente estudo o
tumor de linhagem B16FO0 foi inoculado na orelha dos camundongos, seguidos
do tratamento com o creme IMIQ. A mortalidade e o desenvolvimento tumoral
foram acompanhados, nos diferentes grupos experimentais. Apos 12 dias de
tratamento, bagos e linfonodos cervicais foram removidos em grupos de animais
tratados e ndo tratados. As células foram colocadas em cultivo, plaqueadas e
marcadas para andlise em citbmetro de fluxo. Grupos tratados com IMIQ
apresentaram consideravel eficacia no aumento da sobrevida e na contengéo do
tumor. Além disso, foi demonstrado que a atividade antitumoral € dependente da
molécula de CD1, comprovando a importancia das células NKT no combate ao
melanoma. Ademais, nos grupos tratados, houve maior producéo de IFN-y por
linfocitos TCD8 esplénicos, e TNF-a por células TCD4 e TCD8 de linfonodos
drenantes. POde-se ainda notar o aumento de granzima B (GZB) produzida por
células dendriticas (DCs) no baco de animais com melanoma. J& na estimulacdo
de esplendcitos com o mitdgeno Concanavalina A, foi evidenciada inibicdo na
producdo de GZB por células dendriticas. Conclui-se que NKT pode ser a
principal responsavel pela migracdo dessa populagéo celular e que a producédo

de GZB por DCs pode ser inibida mediante a presenca de antigenos tumorais.

Palavras-chave: Células Dendriticas. Células NKT. Imiquimode. Melanoma.



ABSTRACT

Melanoma is a type of skin tumor with high incidence rates worldwide. Aiming for
forms of auxiliary therapy, Imiquimode (IMIQ), a topical cream that acts on the
toll-7 receptor (TLR-7), stimulates the innate immune system to promote
tumoricidal activities. In the present study the B16FO lineage tumor was
inoculated into the ears of the mice, followed by treatment with the IMIQ cream.
Mortality and tumor development were monitored in the different experimental
groups. After 12 days of treatment, spleens and cervical lymph nodes were
removed in groups of treated and untreated animals. Cells were plated, plated
and labeled for flow cytometer analysis. Groups treated with IMIQ showed
considerable efficacy in increasing survival and tumor containment. In addition, it
has been demonstrated that the antitumor activity is dependent on the CD1
molecule, proving the importance of NKT cells in the fight against melanoma. In
addition, in the treated groups, there was a greater production of IFN-y by splenic
TCD8 lymphocytes, and TNF-a by TCD4 and TCD8 cells from draining lymph
nodes. It was also possible to note the increase of granzyme B (GZB) produced
by dendritic cells (DCs) in the spleen of animals with melanoma. Already in the
stimulation of splenocytes with the mitogen Concanavalin A, inhibition was
demonstrated in the production of GZB by dendritic cells. It is concluded that NKT
may be the main responsible for the migration of this cell population and that the

production of GZB by DCs can be inhibited by the presence of tumor antigens.

Keywords: Dendritic cells. NKT cells. Imiquimod. Melanoma
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Introducéo geral

O tumor de pele pode ser classificado entre os tipos mais malignos, dentre
eles os mais comuns sdo o cancer de células basais, e o cancer de células
escamosas. A mortalidade do melanoma cutaneo, chega a ser trés vezes maior
gue os outros tipos de cancer de pele (ILKOVITCH & LOPEZ, 2008), sendo um
tipo raro, porém o0 mais agressivo dentre os canceres de pele ja descritos
(VILANOVA et al, 2013). Sua incidéncia vem aumentando progressivamente em
todo o mundo, sendo que uma das hipéteses para isso € o aumento dos niveis
de exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), além dos fatores genéticos e
ambientais que aumentam a ameaca de desenvolvimento desse tipo de tumor
(MACKIE et al, 2009). Os tratamentos tradicionais como a quimioterapia e a
radioterapia sdo os mais utilizados, sendo que o procedimento cirargico para
retirada total do tumor é essencial (BAKOS et al, 2013).

Novas terapias S0 necessarias para que ocorra um combate tumoral
eficiente capaz de recrutar e ativar células do sistema imunol6gico de uma
maneira rapida e eficaz, para o controle do tumor. Tais terapias devem
apresentar menos efeitos colaterais comparadas aos tratamentos convencionais
Sao necessarias, capazes de estimular o sistema imune, para o desenvolvimento
de uma resposta rapida e eficaz. Como por exemplo a utilizacdo de DCs
pulsadas com antigeno especifico, relatada em trabalho publicado em 2006 por
VARGAS e colaboradores, o qual demonstrou que DCs isoladas do baco de
camundongos BALBI/c, (que receberam melanoma pela via subcutanea), foram
purificadas, cultivadas, posteriormente pulsadas com um antigeno especifico e
por fim inoculadas em outros animais com melanoma. As mesmas foram aptas
a induzirem reposta potencializada contra o antigeno pulsado, resultando em
respostas de células B produzindo maiores titulacdes de anticorpos no soro dos
animais, além de uma maior quantidade de hibridoma. Uma outra abordagem
recente tem sido o Imiquimode (IMIQ), um creme de uso topico estimulante do
receptor tipo toll-7 (TLR-7), com eficacia ja relatada no tratamento de cancer de
células escamosas (HUANG et al, 2009).
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O TLR-7 € um receptor capaz de realizar o reconhecimento de PAMPs
(padrdes moleculares associados ao patdégeno), bem como de DAMPs (padrdes
moleculares associados a lesdo), além de ser expresso por uma grande
diversidade celular, dentre elas os melandcitos e células de Langerhans. O
mesmo esta presente em algumas células do sistema imunologico como DCs
(células dendriticas). Dentre as células que atuam no combate tumoral, destaca-
se as células Natural Killer (NK); que reconhecem células que apresentem
auséncia ou alteracdo na expressao da molécula de MHC de classe |, sendo
capazes de identificar estruturas que promovem reconhecimento de tumores
como estranhos (revisto por RAULET, 2003). Células NKT, outra populagéo
celular comprometida no combate tumoral, sdo uma subpopulacdo de células T
que apresenta um repertorio restrito de receptores de células T (TCR) e
marcadores de células NK, como o NK1.1. Estas sdo dependentes da molécula
de CD1 para que seu reconhecimento seja realizado e promove eliminacdo da
célula alvo pelo mecanismo dependente de perforina (revisto por BRUTKIEWICZ
& SRIRAM, 2002). Outra populacdo celular que se destaca pela atividade
antitumoral, € a de células dendriticas (DCs), capazes de produzir e liberar
Interferon do tipo I, mediante estimulo, gerando a morte tumoral pela producao
e liberagdo de Granzima B (GZB) (DROBITS et al, 2012). Em seres humanos as
DCs também sé&o as principais apresentadoras de antigenos para linfécitos T
“naive”, que quando entram em contato com o antigeno apresentado pelas DCs,
os linfécitos se ativam e apresentam respostas antigeno-especificas
(NISHIMURA et al., 2000). Os linfécitos T tem papel importante na atividade
tumoricida, pois participam ativamente na producédo e liberacdo de citocinas,
como IFN-y, e TNF-a que, segundo DONIA e colaboradores em trabalho
publicado em 2013, que em humanos, quando essas citocinas sdo secretadas
por linfécitos T CD8 podem aumentar a sensibilidade a lise das células tumorais.

No presente trabalho determinamos a eficacia do tratamento com IMIQ no
melanoma experimental desenvolvido na orelha de camundongos C57BI/6. Para
isso camundongos foram inoculados e DCs, bem como NKT, foram avaliadas

durante o desenvolvimento do tumor.
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Revisao de literatura

As neoplasias malignas de pele exibem elevadas taxas de incidéncia por
todo mundo, crescendo de 3 a 7% por ano nas populacdes de caucasianos
(revisto por ERDEI & TORRES, 2010), nas quais apresentam maiores taxas de
crescimento (LUIZ et al,2012) inclusive no Brasil, estando associadas também a
altos indices de mortalidade. O aumento da incidéncia pode estar relacionado a
melhoria nos métodos de deteccéo juntamente a uma deteccdo mais precoce,
além da promocéao de politica de saude sobre o assunto (revisto por ERDEI &
TORRES, 2010). O desenvolvimento do melanoma cutaneo (MC) é resultado de
acumulos de alteracdes no DNA e lesdo aos melandcitos. Células da pele
responsaveis pela producdo de uma substancia que prové termoregulacao e
fotoprotecao a pele, a melanina (LIN & FISHER, 2007). Caso esses danos sejam
persistentes, os melandcitos apresentam o fenotipo maligno, e promovem o
desenvolvimento de vasos sanguineos (angiogénese). Além disso, o0s
melandcitos podem metastizar (revisto por THOMPSON et al, 2005). O
prognastico deste tipo de tumor depende da fase na qual o mesmo é descoberto,
sendo que esta neoplasia causa metastases frequentemente, e a sobrevida
permanece nos proximos cinco anos apds sua remocgdo. Nos ultimos anos, 0s
pacientes com MC demonstraram melhores indices de sobrevida, principalmente
devido ao diagndstico precoce. Nos paises desenvolvidos, a taxa média de
sobrevida em 5 anos € estimada em 73%, enguanto nos paises em
desenvolvimento € de 56%. A taxa média de sobrevida no mundo é estimada em
torno de 69% (BAKOS et al, 2013).

Atualmente existem os tratamentos inovadores, como a terapia com
inibidores imunolégicos do “checkpoint” celular, que consiste em bloquear
determinadas moléculas que regulam a atividade funcional de células
imunoldgicas, como o blogueio da molécula de CTLA-4 (antigeno 4 associado
ao linfécito T citotdxico). Esta molécula tem a funcdo de regular a resposta
imunoldgica para que ndao cause danos aos tecidos sadios; e o bloqueio da
molécula de PD-1 (proteina de morte celular programada-1) para que a apoptose
de células envolvidas na atividade antitumoral ndo seja induzida pelo tumor,
como método de evaséao do sistema imune (GEORGE et al, 2016). Os métodos

classicos de tratamento como a radioterapia e a quimioterapia sdo 0s mais
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utilizados atualmente na clinica, no entanto o procedimento cirurgico para
retirada completa do tumor é imprescindivel (BAKOS et al, 2013).

Para contencdo do tumor é necessario que o mesmo seja reconhecido
como estranho ao proprio sistema imunolégico do individuo. A atividade
antitumoral deve ocorrer de maneira adequada preservando a integridade
estrutural dos tecidos (WANG & WANG, 2007).

Diferentes mecanismos podem estar atuando nas diferentes fases do
desenvolvimento das células tumorais, tais como sinais insuficientes para
inflamac&o no inicio do seu crescimento, ou mesmo acumulo de células, ou
fatores inibitérios (WANG & WANG, 2007). Diversos tumores produzem e
secretam uma grande quantidade de fatores supressores da resposta imune
para realizar o escape do sistema imunologico, dentre esses o fator
transformador de crescimento— (TGF- B), secretado em grandes quantidades
por muitos tumores, sendo essa citocina capaz de inibir a funcédo efetora e
proliferacdo de linfécitos, macrofagos e outras populagdes celulares. Outro
mecanismo associado ao escape tumoral € a criacao de sitios proprios, por meio
de barreiras fisicas compostas por fibrina e colageno, que impedem a migracao
de células do sistema imunoldgico. Tumores do tipo melanoma sao tumores
altamente malignos nos seus estagios avan¢ados, com progndéstico ruim, devido
a sua elevada probabilidade de induzir metdstases. Burlando a resposta
antitumoral, células mieldides supressoras (MDSC) podem acumular e suprimir
a resposta imune através da producdo de interleucina (IL-10) citocina
responsavel pela inibicdo da atividade funcional de macréfagos e a producéo de
citocinas do perfil Thl(revisto em SU et al, 2016), e também revisto por
DRAGHICIU e colaboradores em 2015, varias citocinas, o oxido nitrico (NO),
deplecdo de arginina e producao de metaloproteases de matriz (MMPSs) para a
migracéo, remodelacédo tecidual, angiogénese. As MDSCs bloqueiam a funcéo
de células T e “natural killer’ (NK), diferenciagdo de mondcitos com fenétipo
funcional tipo macréfago 2 (M2, normalmente relacionado a estados de
imunossupressao) e indugdo de macrofagos associados ao tumor, podendo
induzir o acumulo de células T reguladoras (Treg). M2 e macréfagos associados
ao tumor secretam varias substancias que também suprimem células T,
melhoram a funcdo MDSC e induzem o recrutamento células T regulatorias

(Tregs). As células Tregs e as células dendriticas imaturas (MDCS) produzem
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fatores que servem para expandir ambas as populacfes e também suprimem
células T (WOO et al., 2002).

As células NK, sdo células derivadas da linhagem linféide e compdem de
10 a 20% das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Tais células
sdo aptas a realizar o reconhecimento de células que possuam alteracdes ou
auséncia na expressdo da molécula do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), a MHC classe |, no caso de células infectadas por
virus e células tumorais (ZAMAI et al, 2007). Células NK ainda reconhecem
células tumorais através de um grupo de proteinas identificadas que se ligam a
um receptor denominado NKG2D, sobre células NK. Proteinas NKG2A, NKG2C
e NKG2E possuem homologia de sequéncia entre si, estdo presentes como
heterodimeros com outra proteina (CD94) e reconhecem MHC | do tipo ndo
classicos, como a molécula conhecida como HLA-E (em humanos) ou QA1 (em
camundongos) (revisto por RAULET, 2003). Células NK, quando estimuladas,
sdo capazes de secretar uma grande variedade de citocinas e quimiocinas,
incluindo Interferon — y (IFN- y). Em humanos estas sdo consideradas as
principais células secretoras dessa citocina que é crucial para a mudanca de
perfil de resposta para Thl; induzindo ainda a producéao de fator de necrose
tumoral (TNF), GM-CSF (Fator estimulador de colbénias de granuldcitos e
macrofagos), proteina 1-a inflamatéria de macréfagos (MIP-1a) e RANTES
(CCL-5) (WALDHAUER & STEINLE, 2008).

Outra populacao celular envolvida no combate tumoral, sdo as células
NKT, uma subpopulacéo de linfocitos T, com marcadores restritos de receptores
de células T (TCR), e marcadores de células NK, como o marcador NK 1.1.
Essas células podem expressar citocinas tanto do perfil Thl como do perfil Th2,
e o reconhecimento de antigenos é dependente da molécula de CD1d, a qual
associa-se a glicolipideos e fosfolipideos apresentando assim esses antigenos
as células NKT. Por sua vez a eliminacdo da célula alvo se da através do
mecanismo perforina dependente (como nos linfécitos T citoliticos, CTL), (revisto
por BRUTKIEWICZ & SRIRAM, 2002). Células NKT, em humanos, quando
ativadas por a-GalCer (a-galactosilceramida), tém a capacidade de promover a
lise direta de uma grande variedade de células tumorais. As respostas
antitumorais podem ainda aumentar pela rapida liberagdo de grandes

guantidades de citocinas que ativam as células NK e na sequéncia, ativam
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também células T, células B, células dendriticas e mondcitos. (NISHIMURA et
al., 2000). As células NKT podem ser classificadas em 2 sub-tipos, NKT |
(também conhecida como NKT invariante ou iNKT); que expressam CD8a e uma
cadeia semi-variante de TCRa com o segmento génico Va14Ja18 (Va24Ja18
em humanos), bem como um repertério muito restrito TCRB (VB8,7,2 em
camundongo e V311 em humanos), todavia suas fung¢des bioldgicas ainda né&o
s8o bem descritas. Sabe-se que as células NKT | sdo as responsaveis pela
atividade antitumoral dessa populacéo celular; e NKT Il (ou NKT variante) que
diferente das NKT |, ndo expressam o segmento génico Va14Ja18 e nao tem
capacidade de reconhecer a-GalCer. Estudos recentes demonstraram que
algumas células T yd, sdo capazes de reconhecer antigenos apresentados pela
molécula de CD1d, podendo ser consideradas componentes das células NKT
tipo Il (TERABE & BERZOFSKY, 2014).

Também podem estar envolvidas no combate tumoral as células
dendriticas (DCs), que participam na imunidade inata, € a principal célula
apresentadora de antigeno (APCs) do sistema imune, As DCs séo consideradas
as principais apresentadoras de antigenos devido a sua capacidade de realizar
a apresentacdo de antigenos para células inexperientes (“naive”) do sistema
imune. Por exemplo, DCs fazem apresentacdo de peptideos antigénicos para 0s
linfécitos T CD8, através da molécula de MHC-I e para os linfocitos T CD4
apresentando antigenos através da molécula de MHC-Il; bem como a
apresentacado de antigenos derivados de lipideos para as células NKT, pela
molécula de CD1. Em humanos, as DCs podem ser divididas em 2 subgrupos:
as células dendriticas convencionais (cDCs), que sdo originadas na medula
Ossea através de um progenitor mieléide comum, com uma alta capacidade de
migrar para os tecidos, e quando entram em contato com antigenos e sé@o co-
estimuladas seguem para o linfonodo drenante atuando assim como
apresentadoras de antigeno (BANCHEREAU et al, 2000). Outras sao as células
dendriticas plasmocitéides (pDCs), sendo assim denominadas devido ao seu
formato semelhante ao de um plasmacito, também por serem geradas na medula
O0ssea tanto por um progenitor mieléide como por um progenitor linfoide,
apresentam o receptor endossomal TLR-7 (Toll-Like Receptor-7). Quando sé&o
ativadas ambas tém papel importante na tolerancia imunoldgica, possuem uma

capacidade de apresentacao antigénica inferior aos da cDCs, entretanto quando
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maturadas regulam intensamente seus niveis de MHC-I e MHC-2, e produzem
elevados niveis de IFN do tipo 1 (TEL et al, 2013).

Alternativamente, uma abordagem interessante para o tratamento do
melanoma, seria estimular a resposta imune inata de maneira rapida e duradoura
para aumentar a atividade das populacdes celulares que participam no seu
combate, amplificando assim a resposta antitumoral. Durante a Ultima década,
muito se tem estudado a respeito de diferentes receptores e sinalizadores da
resposta a patdgenos ou a diferentes estimulos como resposta de alarme em
estimulos iniciais. Os receptores do tipo TLR sdo exemplos isso, esses
receptores sao receptores que reconhecem tanto de PAMPs (padrbes
moleculares associados ao patégeno), como de DAMPs (padrées moleculares
associados a lesdo), sdo expressos por diversas células da pele (como por
exemplo os melandcitos e células de Langerhans). Os TLRs também sé&o
capazes de ativar o sistema imune inato através do fator de transcrigdo NFkB.
(BURNS & YUSUF, 2014). Dentre os subtipos existentes de receptores tipo Toll,
destaca-se o TLR-7, que séo expressos em pDCs, e quando ativados induzem
a producéo vigorosa de Interferon do tipo 1, se tornou alvo direto em estudos
envolvendo carcinomas.

O IMIQ é um creme de uso tdpico; estimulante sintético dos receptores
TLR-7 e TLR-8, capaz de modular a resposta imune inata e adquirida, induzindo
a producéao de diversas citocinas através da transcricado de NKkB, incluindo IFN
do tipo 1, TNF-a, GM-CSF (fator estimulador de coldnia de granulécito e
macrofago), IL-6, IL-8 (WEEKS & GIBSON, 1994). O IMIQ mostrou-se eficaz no
tratamento de cancer de células escamosas (HUANG et al, 2009), e o cancer
basocelular (STARY et al, 2007). Apesar de seu mecanismo de acdo nao ser
completamente elucidado, sabe-se que o IMIQ além dos efeitos citados, pode
induzir a apoptose de células tumorais, por meio da ativagdo da proteina Bcl-2,
e de proteases da familia das caspases, uma vez que 0 mesmo encontra-se em
altas concentragcdes (SCHON & SCHON, 2007). Ademais o creme também
demonstrou propriedades anti-angiogénicas, mediante a regulacdo de
mediadores anti-angiogénicos endogenos. (Li et al, 2005). O efeito anti-tumoral
do IMIQ, foi demostrado por (DROBITS, 2012), sendo que no local da aplicacéo,
na camada mais externa da pele (epiderme), o creme induz uma apoptose de

células da epiderme de maneira independente de TLR-7/MyD88, fazendo com

19



gue células de Langerhans residentes estimulem a marginacdo de mastocitos na
derme. Quando presente na derme, o IMIQ ativa os mastécitos pelo receptor
TLR-7 e esse produz e libera a quimiocina CCL-2, por sua vez tal quimiciona
induz a inflamacao, e migracéo de células de defesa como as pDCs. As pDCs
ao chegarem ao local sofrem ativacdo dependente de TLR-7/MyD88 pelo creme
0 que induz a producao e liberacdo de interferon do tipo I, que pode atuar de
maneira tanto autdcrina, como de maneira paracrina nos receptores IFNAR1,
estimulando as pDCs a produzir GZB, proporcionando dessa maneira o combate

tumoral.
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Hipotese e Objetivos

Hipotese

A hipétese é que a molécula de CD1 possui participacdo na resposta imune ao
melanoma, mediada por células NKT e que o IMIQ é capaz de potencializar tal

resposta.

Objetivo geral

Avaliar o fenadtipo funcional da(s) populacao(6es) de células esplénicas e
dos linfonodos drenantes, em camundongos que possuam a molécula da
molécula de CD1 (ou néo), que foram inoculados com células de melanoma. O
objetivo inclui verificar o efeito efeito do IMIQ serd avaliado nos grupos
experimentais, quantificando-se as células da imunidade inata e efetora

envolvidas na resposta antitumoral.

Objetivos especificos

Comparar a expansdo do melanoma nos diferentes grupos experimentais
C57BI/6: desprovidos de CD1 (C57Bl/6 CD1KO) e controles (C57Bl/6 WT). O
critérios avaliados incluem exame fisico, avaliacdo individual (tamanho) e a

expansao tumoral in vivo.

Verificar a taxa de sobrevida dos animais apés injecdo das células

tumorais, com ou sem o tratamento com IMIQ.

Analisar as populagdes celulares que podem influenciar no crescimento
tumoral. Populagdes celulares ativadas, existentes nas células esplénicas dos
grupos experimentais que receberam o melanoma. Os grupos tratados ou nao
com IMIQ serdo avaliados em cada caso para ativagdo esplénica de linfocitos e

quantificacdo de DCs, células NK, NKT e células T.
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Quantificar a producéo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-alfa, [FN-
gama em grupos experimentais: tratados (ou ndao) com IMIQ, apds estimulo in

vitro com aCD3.
Investigar atividade funcional das células dendriticas e NKT, apos

estimulo in vitro com Con A e de antigenos tumorais, avaliando-se os niveis de

GZB, nas células dendriticas.
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CAPITULO 1: Artigo Cientifico: Avaliacdo do imiquimode sobre a resposta
inata e o fenotipo funcional de linfécitos T durante o desenvolvimento do

melanoma experimental.

Introducéo

O céancer de pele é a neoplasia maligna com maior incidéncia no Brasil na
tltima década em ambos 0s sexos, e 0 melanoma representa 4% dos casos de
cancer de pele. Apesar do baixo percentual, 0 melanoma € um dos carcinomas
de pele mais importantes, pois é fatal em 69% dos casos (LUIZ et al, 2012). O
prognaéstico dos pacientes com esse tipo tumoral depende muito da fase na qual
o tumor foi descoberto, sendo que o melanoma quase sempre causa metastases,
e a sobrevida é de até cinco anos apos sua remoc¢ao (BAKOS et al, 2013). Dos
mesmos autores, sabe-se que atualmente a quimioterapia e a radioterapia sao
0s tratamentos convencionais utilizados, todavia, a intervencéo cirdrgica para
retirada completa do tumor é imprescindivel (BAKOS et al, 2013). Diversas
células participam no combate tumoral, dentre elas as células Natural Killer (NK);
gue reconhecem células que possuam auséncia ou modificacdo na expressao
da molécula de MHC de classe I. Células NK ainda reconhecem estruturas que
especificamente fazem regulacdo positiva em células tumorais, incluindo
moléculas de MHC classe | e que se ligam a um receptor denominado NKG2D,
sobre células NK. Proteinas NKG2A, NKG2C e NKG2E possuem homologia de
sequéncia entre si, estdo presentes como heterodimeros com outra proteina
(CD94) e reconhecem MHC | do tipo néo classicos, como a molécula conhecida
como HLA-E (em humanos) ou QA1 (em camundongos) (revisto por RAULET,
2003). Células NKT, também envolvidas na atividade anti-tumoral, sdo uma
subpopulacao de células T que apresenta um repertorio restrito de receptores de
células T (TCR) e marcadores de células NK, como o NK1.1. Estas células sédo
capazes de produzir ambas citocinas Thl e Th2, reconhecem fosfolipideos e
glicolipideos apresentados pela molécula CD1, e eliminam as células alvo do
tumor através do mecanismo dependente de perforina (como as células NK e
linfécitos T citoliticos ou CTL) (revisto por BRUTKIEWICZ & SRIRAM, 2002). As
células NKT séo capazes de potencializar a resposta anti-tumoral pela rapida
liberacdo de grandes quantidades de citocinas que ativam as células NK e na

sequéncia, ativam também células T, células B, células dendriticas e mondcitos
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(NISHIMURA et al.,, 2000). Por fim, as células dendriticas (DCs) quando
estimuladas, produzem e liberam Interferon do tipo I, que atua de maneira
autocrina e paracrina, induzindo a producdo de GZB, promovendo assim
atividade tumoricida (DROBITS, et al, 2012). Buscando por vias alternativas de
tratamento e estimulacdo da resposta imune inata de maneira rapida,
encontramos na literatura o creme de uso topico estimulante do receptor tipo toll-
7 (TLR-7), IMIQ, que se mostrou bastante eficaz no tratamento de cancer de
células escamosas (HUANG et al, 2009), e tem elevada capacidade de ativacéo
de DCs, causando apoptose independente de TLR-7 e MyD88 em células
epiteliais. Em contato com a derme, o mesmo se liga ao TLR-7 em mastdcitos,
que libera agentes quimiotaxicos, como CCL2, estimulado assim o recrutamento
e ativacdo das DCs (DROBITS et al, 2012).
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Materiais e métodos

Animais: C5BI/6 selvagens (WT) e CD1KO (CD1 -/-)

Foram utilizados camundongos fémeas, da linhagem C57BIl/6 com idade
de 4 a 6 semanas, criados e mantidos no Biotério de animais isogénicos do
Instituto Gongalo Moniz — Fiocruz — Bahia, selvagens e nocautes para a molécula
de CDL1. Para experimentos com B16FO0 injetados na orelha em associa¢cdo com
IMIQ, os procedimentos foram aprovados pelo Ceua, protocolo: CEUA-IGM
038/2009 e 016/2014. C57BIl/6 CD1-/- (CD1KO, PROCOPIO et al, 2002) foram
cedidos pelo Dr Ricardo Gazzinelli (Centro de Pesquisas Rennée Rachou-
Fiocruz-MG) e foram obtidas licencas pela Ceua (Protocolos CEUA-IGM L-
026/09 e L-038/09 além do protocolo P-523/08, Ceua-Fiocruz-RJ.

Cultura de células de melanoma e inoculacdo em camundongos C57BI/6

As células do tumor de linhagem, B16F0 foram descongeladas, colocadas
em garrafas de cultura com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) inativado e mantidos em estufa com temperatura de 37°C e
concentracéo de 5% de CO.. Diariamente as células foram observadas e quando
necessario foram realizadas trocas do meio de cultura, apenas retirando o meio
antigo e colocando novo, ja que as células tém capacidade de aderir totalmente
na garrafa. Este procedimento foi realizado até que as células se expandissem
chegasse quantidade necesséria para inoculacdo. Apos isso as células foram
removidas da garrafa de cultura utilizando Tripsina (solu¢do da GIBCO 10x com
2,5% de tripsina) diluida em 10 ml de meio RPMI 1640, ndo suplementado com
SFB, e incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente realizando leves
batidas na garrafa para auxiliar o desprendimento das células. Ao perceber que
grande parte das células comecaram a se desprender do fundo da garrafa, as
células foram retiradas e colocadas em tubos falcon de 50 ml aos quais foi
adicionado RPMI 1640 suplementado com SFB, para que a tripsina fosse inibida.
Em seguida os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 259 G, o

sobrenadante desprezado, e as células lavadas por duas vezes com PBS estéril.
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Por fim, uma aliquota dessas células foi diluida em Trypan Blue, e realizada a
contagem de células vidveis em camara de Neubauer, levando em consideracao
apenas as ceélulas vivas. O fator de correcdo da camara foi aplicado, e a
concentragdo de células ajustada para 5 x 10* células / 20 yL de PBS.

Os camundongos foram anestesiados pela via intraperitoneal com 0,2 mL
de solucdo Ketamina/Xilazina diluidos em agua de injecdo, na proporcao de
1:1:3, tiveram os pelos proximos a regido da orelha tricotomizados com um
aparelho tricotomizador elétrico. Os pelos foram retirados com auxilio de uma
gaze, e entdo com uma seringa de agulha insulinica realizou-se a inoculacéo das

células na orelha de cada animal.

Crescimento tumoral e mortalidade

Os animais foram acompanhados diariamente, bem como o crescimento
tumoral, que foi observado e medido com auxilio de um paquimetro, sendo
adotado como padrdo a maior dimensédo aparente do tumor. Assim como 0
crescimento tumoral, a mortalidade também foi acompanhada diariamente
depois da padronizacdo. ApOs avaliacbes e repeticbes da sobrevida novos
grupos foram compostos para avaliacdes, sendo que animais que apresentaram
ulceracdes no local do tumor ou crescimento superior a 1.2 centimetro foram

eutanasiados.

Tratamento com Imiquimode

No dia seguinte a inoculacao, iniciou-se o tratamento nos animais, onde
10 uL de IMIQ na concentracdo de 50mg/g foi aplicado no local do tumor, duas
vezes ao dia, com intervalo de no minimo quatro horas entre as aplicacdes,
espalhando bem o creme para melhorar sua absorcédo pela pele, até o dia do

sacrificio ou morte dos animais.
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Cultura de células esplénicas e de linfonodos cervicais

Apés 12 dias de tratamento com IMIQ, quatro animais de cada grupo
(tratados e nao tratados com IMIQ, foram sacrificados e entéo foi realizada a
remocao do baco e do linfonodo drenante (linfonodo cervical) préximo ao local
do tumor. O baco e o linfonodo drenante foram coletados e macerados,
posteriormente lavados. Devido a baixa concentracdo de células do linfonodo
drentante, a coleta de todos os linfonodos foi realizada para obtencéo de uma
maior quantidade células em cada amostra. A seguir, foram colocadas em placas
de cultura de tecidos contendo 2,5 pg/ml de Brefeldina A (Invitrogen), e anti-CD3
numa concentracdo de 5 pg/mL. Ja as células esplénicas foram lavadas,
ajustadas para a concentracdo de 107 células/ml, e as células colocadas em
placas de cultura de tecidos com 2,5 ug/mL de Brefeldina A (Invitrogen),
incubadas com: anti-CD3 5 pg/mL, Concanavalina A (Con A) 5 pg/mL, Con A
mais o extrato de antigenos tumorais (Ags) na concentracdo de 25 pg/mL. O
cultivo de células esplénicas foi mantido a 4°C por 8, 12, e 24 horas, ap0s isso
foram retirados e iniciou a marcacao, e o de células do linfonodo drenante por 8
horas a 4°C.

Obtencéao de extratos de antigenos tumorais

Células de B16F0 (obtidas como acima) foram colocadas em tubo falcon
de 15 mL, lavadas por duas vezes com PBS estéril, 0 sobrenadante desprezado,
4 mL de solugdo NaCl a 0,9% estéril foram adicionados ao pellet. As células
entdo foram levadas ao sonicador, e submetidas ao processo de lise, com 10
ciclos de 1 minuto, em uma amplitude de 40, e pulso de 2, com intervalos de 1
minuto durante cada ciclo. A concentracdo produzida de antigeno foi verificada
no aparelho, Nanodrop que realiza uma razéao entre em diferentes cumprimentos
de onda (420 para identificacdo de RNA e DNA, e entre 460 e 480 para deteccao
de proteinas) para determinar a concentracdo de proteinas da amostra (obteve-
se uma razéo de 1.3), e através de uma curva de dilui¢cdo realizada (1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) foi determinada a concentracdo de antigenos na

amostra.
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Marcacdo de moléculas de superficie em esplendécitos e dLNs.

Ap6és o cultivo as células foram adicionadas em placas de 96 pocos, tendo
2 x 10°© células por pogo no caso dos esplendcitos, e 5 x 10° células por poco
para células do linfonodo drenante. Realizou-se uma lavagem com tampao de
citometria de fluxo (FACS) contendo PBS, 5% SFB inativado e 0,1% de azida
sddica. Entédo todas as células foram incubadas com Fc block por 15 minutos a
4°C em tampéo de FACS. Seguindo o protocolo, as células foram lavadas
novamente com tampao de e os seguintes anticorpos monoclonais (também
diluidos neste tampéo de FACS foram utilizados para marcacéo: anti-CD11c
Alexa488; anti-CD11b BIO; anti-CD8a-PE-Cy5; anti-CD44- PE; anti-CD62L BIO;
anti-CD8-FITC; anti-CD4- FITC; anti-a-Alexa488; anti-NK 1.1-Pe; anti-TCR-af3
FITC; anti-NK 1.1 BIO; anti-CD11c FITC; sendo incubados por 15 minutos a 4
°C, novamente lavados com o tampé&o, entéo foi adicionado streptavidina PE cy
5.5 para marcagéao de anticorpos biotinilados, e novamente sendo incubados por

15 minutos a 4°C.

Marcacao de citocina intracelular em células esplénicas e do dLN e leitura

Depois de realizada a marcacao de superficie, as células foram incubadas
por 15 minutos a 4°C com paraformaldeido a 1% para fixacdo da marcacao.
Seguidamente a membrana celular foi permeabilizada, utilizando o Kit
Cytofix/Cytoperm da BD bioscience, seguindo o protocolo do fabricante. Os
anticorpos monoclonais a seguir foram diluidos em PermWash e utilizados para
marcacao: anti-IFN-y PE,anti-TNF-a PE, anti-granzima B PE anti-perforina PE.
As células foram ressuspendidas em 100 pL de paraformaldeido a 1%, retiradas
da placa, e colocadas em tubos para leitura de FACS contendo 400 pl de
paraformaldeido a 1%, para que a leitura pudesse ser realizada em citdmetro de
fluxo BD LSRFortessa (S&o Francisco, Califérnia, EUA). Foram adquiridos
10.000 eventos para células linfonodo drenante e 50.000 eventos para células

do baco.
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Andlise estatistica e avaliacdo dos dados

Para avaliacdo de dados, como tamanho tumoral, e quantidade de células
optamos pelos testes, t de student (para dados paramétricos), e para dados néo
paramétricos o teste de Mann-Whitney. J& para avaliacdo de sobrevida o teste
adotado foi o Log-Rank. Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
Para desenvolvimento e avaliacdo dos graficos utilizamos o software GraphPad
prism 6, ja para as analises dos resultados da citometria de fluxo, o FlowJo Vx
foi o software adotado.
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Resultados

Padronizacdo do modelo experimental

Nessa primeira fase experimental, tivemos como o objetivo estabelecer
um padrao de sobrevida e de desenvolvimento tumoral, e como observado na
Figura 1, nota-se que apos a inoculacéo de células de melanoma na orelha dos
camundongos houve rapido crescimento do tumor devido a boa vascularizagédo
do pavilhdo auricular dos animais. O tumor apresentou em uma forma regular e
esférica, com bordas bem definidas, e uma facil visualizacdo (Figura 1). Outra
caracteristica é que o animal tratado apresenta leve hiperemia no local de
aplicacdo do creme (observacdo ndo demonstrada). Isto ndo foi observado no

animal que n&o recebeu o tratamento.

Figura 1. Inoculacdo de B16F0 (células de melanoma) na orelha
dos camundongos C57BI/6. O tumor apresenta-se de forma
regular e esférica, em um local onde a aplicagdo do Imiquimod
pode ocorrer de maneira facil. n = 10
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Sobrevida dos camundongos C57BI/6 inoculados com B16F0 apos

tratamento com IMIQ.

Como ja descrito, o0 melanoma de células B16F0 é um tumor agressivo
gue resulta em baixa taxa de sobrevida dos camundongos inoculados. Pode-se
constatar isso na Figura 2, onde a mortalidade dos animais se inicia com ambos
0S grupos, nao tratados (Controle), e tratados (IMIQ) no décimo nono dia, e
rapidamente a taxa de sobrevida nos dois os grupos vai reduzindo, até que
chega a 100% de 6bitos no dia 31, nos animais do grupo tratado (IMIQ). Para a
realizacdo da analise de sobrevida, animais ndo foram eutanasiados, a morte
aconteceu devido ao desenvolvimento tumoral. Analisando o grafico da figura 2,
percebe-se essa agressividade do melanoma cutaneo. Em apenas 12 dias apos
0 primeiro 6bito, ocorreu a mortalidade total dos animais. Entretanto, animais que
receberam o tratamento durante o0 desenvolvimento do melanoma,
apresentaram um prolongamento na sua sobrevida. Isso acontece se 0s
mesmos sao comparados aos animais ndo tratados com IMIQ, sendo essa
diferenca significativa no teste de Log-rank, com o valor de p=0,048. Além disso
houve diferenca biologica, onde animais tratados tiveram extensdo de 7 dias na

sobrevida, comparando com o grupo que nao recebeu tratamento.
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Figura 2: Sobrevida dos camundongos inoculados com B16F0 apés tratamento
com Imiquimode (IMIQ). Evolucdo da sobrevivéncia dos animais C57Bl/6 nos
diferentes grupos experimentais, inoculados com B16F0 que ndo foram tratados
e tratados com IMIQ. Log-rank test. n=10
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Avaliacdo do tamanho do tumor em camundongos inoculados com células

de melanoma e tratados com IMIQ

Seguindo para avaliacdo do tamanho tumoral, (Figura 3) € perceptivel o
rapido avanco tumoral no grupo de animais que ndo receberam o tratamento
com IMIQ, sendo que em alguns dos animais, (a partir do décimo terceiro dia
apos inoculacao), houve tumores maiores que 0,5 centimetro, comparados aos
animais tratados demoram apresentam 4 dias mais tardiamente esse padréao
(Figura 3A). Quando comparamos a mediana de ambos 0s grupos, nota-se ainda
mais a diferenca na evolu¢do tumoral, sendo que nos dias 17 e 20, ha
significancia estatistica com valor de p=0,0286 no teste de Mann-Whitney, nas
duas situacoes. Isso reforca que o IMIQ, de fato potencializa uma resposta do
sistema imunoldgico contra o avango tumoral, promovendo a contencdo, em uma

fase inicial do desenvolvimento do melanoma.
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Figura 3: Em A Avaliacdo do tamanho do tumor em camundongos inoculados com
células de melanoma e tratados com IMIQ. Em B - Avaliagdo do tamanho tumoral
através da mediana, entre os diferentes grupos experimentais. Nota-se diferenca
significativa nos dias de tratamento 17 e 20. (*) Teste de Mann-Whitney p = 0,0286. n=10
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O tratamento com IMIQ, reduz a populacéo de células de memoéria central
(CD4+ CD44+ CD62L+) no baco.

Ao avaliarmos, através de citometria de fluxo; seguindo o protocolo
descrito anteriormente na metodologia; a populacdo celular presente no baco e
no linfonodo drenante dos animais é possivel notar que a populagéo de linfocitos
T CD4 total (Figura 4A) e de T CD8a (Figura 4B) se apresenta de maneira
ligeiramente inferior (sem demonstrar qualquer diferenca estatisticamente

significante) quando comparados com os animais que nao foram tratados.
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Figura 4. Em A — Células T CD4, comparacdo entre os grupos: controles néo
tratados (C) e tratados com IMIQ. Uma discreta diminuicdo na porcentagem
dessas células no bago e no linfonodo drenante dos animais tratados com IMIQ
comparado em animais ndo tratados, sem uma diferenca estatisticamente
significante. Em B — Células T CD8, comparacdo entre os grupos: controles néo
tratados (C) e tratados com IMIQ. Também ocorre uma discreta diminui¢cdo dessa
populacao tanto no linfonodo drenante como no bago. n=4
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Avaliando a populacéo de linfocitos T CD4 de memoria central (TCD4+
CD44+ CD62L+) os animais tratados exibem uma populacdo dessas células
inferior aos animais nao tratados, como pode ser observado na figura 5,
(p=0,0286). H& uma grande possibilidade dessa popula¢do celular ter se
diferenciado em células T CD4 de memodria efetora e ter migrado para o local do
tumor mediante tratamento com o IMIQ. Isto € extremamente importante e que
pode de fato estar contribuindo com a contencdo do tumor, combatendo as
células cancerigenas, aumento desta maneira a sobrevida dos animais que

foram tratados com IMIQ.
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Figura 5 Células T CD4 de memdria central: comparagdo entre os grupos: controles nédo
tratados (C) e tratados com IMIQ. Uma diminuigcdo significativa na porcentagem dessas
células no baco de animais tratados com IMIQ comparado em animais nao tratados.
p=0,0286 no teste de Mann-Whitney. n=4

34



Investigando a populacdo de determinadas células efetoras que
possivelmente estdo envolvidas no combate tumoral, notamos que algumas
populacdes apresentaram se em maior quantidade no grupo de animais que
receberam o tratamento com IMIQ, se compararmos com 0 grupo de animais
gue nao tiveram tratamento durante o desenvolvimento do tumor. Dentre essas
populacbes de células efetoras, observamos um aumento significativo (tendo
valor de p=0,0286 no teste de Mann-Whitney) na populacdo de células
dendriticas esplénicas (Figura 6A) e também de células NKT esplénicas (Figura
6B). Pode ser observado também nesses resultados que o aumento da
populacdo dessas células no baco, é acompanhado pela tendéncia de aumento
no linfonodo drenante no grupo de animais tratados com IMIQ.
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Figura 6: Em A — Quantificacdo de células dendriticas (CD11lc* CD11b* CD8a’), comparacdo entre 0s grupos:
controles néo tratados (C) e tratados com IMIQ. Nota-se aumento significante na porcentagem dessas células
em animais tratados com IMIQ, tanto no bagco como no linfonodo drenante.

Em B — Numero relativo de células NKT (NK 1.1+, TCRaf+), comparagcdo entre os grupos: controles nao
tratados (C) e tratados com IMIQ. Assim como ocorrido no aumento da porcentagem das células dendriticas
no baco, e linfonodo drenante de animais tratados com IMIQ, ocorre também esse aumento na porcentagem

de células NKTcomparado em animais nao tratados. p=0,0286, no teste de Mann-Whitney. n=4
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Imiguimode é capaz de induzir a producdo de IFN-y e TNF-a em ensaios in

vitro por linfécitos.

Doze dias apo0s a inoculacao tumoral, 4 animais de cada grupo (tratados
com IMIQ e néo tratados com IMIQ tiveram seus bacos e linfonodos drenantes
removidos, macerados, e as células obtidas foram postas em cultura. Para cada
um dos grupos as células foram cultivadas em pocos duplicados, sendo que em
uma das duplicatas foi adicionado apenas o proprio meio de cultura, para
controle, e na outra adicionamos 10 ul de aCD3 na concentragao de 5u/ml. A
cultura foi mantida por doze horas a 4° C. Apds isso as células foram marcadas
seguindo o procedimento j& descrito na metodologia. Pode-se constatar que
linfocitos T CD8 esplénicos e do linfonodo drenante de animais tratados, quando
estimulados com aCD3 (quadrantes inferiores direito) aumentam a expressao da
citocina pré-inflamatéria IFN-y (Figura 7) quando comparado com animais que
receberam o mesmo estimulo em cultura, mas que no desenvolvimento do

melanoma nao recebeu o tratamento com IMIQ.
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Figura 7 Producéo de IFN-y por Linfécitos T CD8, no bago e no linfonodo drenante, em animais
tratados (IMIQ) e em animais néo tratados (C), esplenécitos cultivados com meio (C), ou estimuladas
com aCD3. Comparagao de animais nédo tratados (esquerda), e animais tratados (direita). Quando
estimulados com aCD3, graficos inferiores, células do bago e do linfonodo drenante de animais

tratados com IMIQ demonstraram aumento maior que 0s animais controle ndo tratados. n=4
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CD4 e T CD8 de animais tratados que produzem TNF-a no linfonodo drenante,
a estimulacdo com aCD3 aumenta muito a produgéo dessa citocina (quadrantes
inferiores direito), também se compararmos com animais que nao foram tratados
e receberam o mesmo estimulo (quadrantes inferiores no lado esquerdo). Esses
resultados demonstram que o tratamento com IMIQ é capaz de estimular a

producdo de citocinas proé-inflamatérias, para que ocorra uma maior atividade

antitumoral.
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Figura 8: TNF-a produzido em cultura por Linf6citos T do linfonodo drenante em populac8es CD4+
(a esquerda) e CD8+ (a direita, em animais tratados (IMIQ) e em animais néo tratados (C), quando
estimulados com aCD3.Comparacdo de animais nédo tratados (esquerda), e animais tratados
(direita). Quando estimulados com aCD3, plots inferiores, células do linfonodo drenante de tratados

com IMIQ demonstraram aumento maior que os animais controle ndo tratados. n=4
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As células NKT promovem a contencédo do tumor e favorecem o aumento
da sobrevida.

Percebendo o aumento na populacdo de células NKT em resposta ao
tratamento com IMIQ, resolvemos testar se essa populacdo celular era
responsavel pela contencdo do avanco tumoral e aumento da sobrevida dos
animais. Para isso utilizamos camundongos Knockout para a molécula de CD1
(CD1KO), ja que é uma molécula fundamental para que os linfécitos NKT
reconhecam o antigeno e execute a sua funcdo efetora. Repetimos o
experimento de sobrevida e avaliacdo da expansao tumoral, além dos animais
selvagens (WT) tratados e n&o tratados, foram adicionados os dois subgrupos
dos animais knockout para molécula de CD1, CD1KO néo tratados, e CD1KO

tratados com IMIQ.

A figura 9A demonstra que animais CD1KO, independentemente de
serem tratados ou ndo, apresentam sobrevida préxima aos animais selvagens
(WT) que néo receberam o tratamento com IMIQ. Além e comparando-se 0s
grupos de animais tratados com IMIQ, percebemos que os animais selvagens e
tratados apresentam uma sobrevida maior do que os animais CD1KO que
também receberam o tratamento, sendo que essa diferenca se mostrou
significativa no teste de Log-rank (p=0,014). Averiguando o tamanho do tumor
nos diferentes grupos (Figura 9B), e comparando-se a mediana (Figura 9C), é
possivel constatar que o tratamento com IMIQ em animais CD1KO néo tem efeito
algum no desenvolvimento do melanoma experimental, comparado aos tratados.
Ademais, comparando os grupos gue receberam B16FO0 e foram tratados, nota-
se uma diferenca estatisticamente significante no teste de Mann-Whitney, nos
dias 12 (p=0,0014), 16 (p=0,0048) e 18 (p=0,0078). Esses dados sugerem que
de fato, a populacéo de linfocito NKT € a principal responsavel pela contencdo
do avanco tumoral apés o tratamento com IMIQ. Essa afirmativa € devida ao fato
que o tratamento na auséncia da molécula de CD1 (fundamental para o
reconhecimento antigénico e posterior ativacdo da resposta efetora dessa
populacao celular), ndo tem efeito: tanto sobre o aumento da sobrevida dos
animais tratados, quanto na contencdo do melanoma. Percebe-se que ha maior
desenvolvimento do tumor nos animais que nao possuem a molécula CD1 do

gue em animais selvagens que néo foram tratados.
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Figura 9: Em A - Sobrevida dos animais selvagens (WT) e desprovidos da molécula de CD1 (CD1KO), que
receberam o tratamento (IMIQ) e que nédo receberam o tratamento. p= 0,014 no teste de Log Rank. Em B -
Avaliacdo do tamanho tumoral em cada animal nos diferentes grupos. Em C — Tamanho tumoral avaliado pela
mediana dos animais CD1KO e seus controles. Comparando a mediana em animais selvagens tratados com
animais WT tratados obtem-se valores significativos nos dias: 12 (p=0,0014), 16 (p=0,0048) e 18 dias (0,0078)
no teste de Mann Whitney. n=10
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Os antigenos tumorais promovem a reducdo da populacdo de DCs

produtoras de Granzima B em ensaios ex vivo.

Como o tratamento com IMIQ é capaz de promover o recrutamento de
células dendriticas e estimular essa célula a desenvolver atividade antitumoral
através da producdo de GZB (Drobits et al, 2012), realizamos um cultivo de
células esplénicas, obtidas pela remocao do baco em 4 animais de cada grupo
(tratados e ndo tratados). Separamos entédo as células em subgrupos, sendo que
0s pocos de cultura receberam diferentes estimulos para verificar essa
producdo: Con A, e Con A mais antigenos tumorais (Con A + Ags) e controle
PBS. A figura 10 demonstra que dentre o grupo de células que receberam o
mesmo estimulo, nota-se que as células de animais tratados com IMIQ,
apresentam niveis discretamente elevados comparadas as células de animais

nao tratados.

Com esse experimento também foi possivel observar que se
compararmos o grupo de células de animais tratados que foram estimuladas com
Con A, com o grupo de células de animais tratados que receberam estimulo tanto
de Con A como dos antigenos tumorais, evidencia-se que a presenca do
antigeno tumoral inibe quase que totalmente a populacao de células dendriticas
produtoras de GZB (Figura 10), apresentando diferenca significativa no teste de
Mann-Whitney (p=0,0286). A reducdo da populacdo de células dendriticas
produtoras de GZB, pode estar relacionada com o mecanismo de evasao
tumoral, uma vez que se confrontarmos a populagédo que recebeu PBS como
controle com a populacdo que recebeu Con A, esse estimulo tende a aumentar
essa populacdo celular, mas surte efeito totalmente oposto quando ha a

presenca dos antigenos tumorais.

40



CD11b + CD11c + GZB *' . Comparacioentre
I 1 Con ATIMIO com
2 0106 - Ll Con A+AgsTIMIO
10064 [ —1
1.5:10% - 5.0:10%
T n . 1
1.0:105 4 [ PBS NT
= PESTIMIC
e - — I * i Con A NT
I 1 Con AT IMIC
5.0x10° - 1 Gon A+ Ags NT
I Con A+ Ags T IMIG
D I I I I T T
N\ o o
S Y NS S
¥ xS
] o \s ¥
%) U‘(\ x
O J"
G’D

Figura 10: DCs que produzem Granzima B em cultura: em animais tratados (T IMIQ) e néo tratados (NT),
com diferentes estimulos, Con A, Con A mais antigenos tumorais (Con A + Ags), ou PBS (C).
Comparacao das DCs que produzem Granzima B em cultura no grupo de animais tratados (T IMIQ), que
receberam estimulo com Con A com grupo de células que receberam o estimulo com Con A mais
antigenos tumorais (Con A + Ags). p = 0,0286 no teste de Mann-Whitney. n=10
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Discussao

Devido ao aumento frequente de novos casos de cancer ao redor do
mundo, ao progndstico ruim quando 0 mesmo se apresenta de maneira maligna,
os efeitos adversos desagradaveis dos tratamentos convencionais existentes
(radioterapia e quimioterapia), que por muitas vezes deixam 0S pacientes
submetidos extremamente debilitados, torna-se necesséario o desenvolvimento
de novas terapéuticas que causem menores efeitos colaterais e desconforto aos
portadores dessa patologia. Atualmente diversos estudos vém sendo realizados
para o desenvolvimento de métodos de intervencgdes mais eficazes e com efeitos
colaterais mais amenos capazes de auxiliar, ou potencializar uma atividade
imunologica mediante a reposta tumoral, com o intuito de conter o avanco
desenfreado dessas células. Dentre essas terapias mais modernas, muito se tem
pesquisado em humanos sobre a administracdo de anticorpos monoclonais,
como por exemplo o Nivolumab; um anticorpo do tipo 1gG4, que se liga no
receptor PD-1, impedindo que o seu principal ligante (PDL-1) promova a
interacdo com o sitio ativo de receptor, evitando que a célula do sistema imune
entre em apoptose (revisto em WOLCHOK et al, 2013). Outros moduladores da
resposta imunolégica, como o creme de uso tdpico estimulante do TLR-7, o IMIQ,
demonstrou-se efetivo no combate ao cancer de células escamosas (HUANG et
al, 2009) e basocelular (STARY et al, 2007). Assim por apresentar essa eficacia
ao combate de tumores associados ao tecido epitelial, resolvemos avaliar se o

mesmo possui essa eficacia no melanoma.

Na etapa inicial do nosso projeto realizamos a injecao das células B16F0
no dorso dos animais. A seguir, prosseguiu-se a padronizacdo do modelo
experimental de progresséo do melanoma na orelha de camundongos, baseado
em estudos que demostraram eficacia no transplante de 6rgdos na para esse
local, como desenvolvimento de coracao retirado de camundongos neonatos, e
de baco transplantados no pavilh&o auricular de animais (CARDILLO et al, 1993;
CARDILLO et al, 1996). Foram obtidos resultados que demonstraram excelente
reprodutibilidade com uma elevada acuracia, ja que todos 0s experimentos

realizados demonstraram padrfes de desenvolvimento tumoral, e sobrevida dos
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animais muito semelhantes. Cumpre ressaltar também a facilidade para
visualizagédo do tumor na orelha, sendo capaz de ser visto desde muito pequeno,
apresentando aspecto de um pequeno sinal de pele até a formacdo de uma
massa mais densa, o que contribui muito para afericdo do tamanho do tumor,
gue com assisténcia de um paquimetro o procedimento pode ser realizado em
poucos segundos. Outro aspecto favordvel no modelo experimental, € a
facilidade para aplicagdo do creme na pele da orelha dos animais. Neste
procedimento ndo ha necessidade de nenhum equipamento para tal, bastando
apenas realizar a contencdo do camundongo de maneira convencional. Isto
difere do modelo de melanoma no dorso dos animais que demonstrou ser
extremamente agressivo, de dificil afericdo do tamanho tumoral e tratamento

(n&o mostrados).

Com baixas chances de cura em estagios mais avancados, o melanoma
é considerado por SANDRU e colaboradores em trabalhos publicados no ano de
2014, um dos tumores mais agressivos e de evolucdo imprevisivel dos ja
relatados, com uma mortalidade preocupante e tratamentos questionaveis
nesses estagios. Além disso possui uma alta capacidade de causar metastases
para diversos tipos de 6rgdos, principalmente pulmdes, figado, outros locais da
pele, e sistema nervoso central. Apesar de toda essa agressividade o tratamento
com IMIQ demonstrou a capacidade de promover uma extensao na sobrevida
em cerca de 7 a 5 dias (respectivamente Fig 2 e 9A), com 7 dias a mais ha
aumento de sobrevida de 29,2% em relacdo aos ande aumento comparando aos
animais que nao receberam tratamento (p=0,048 Log-Rank). Esse resultado é
relevante, pois o0 aumento da sobrevida em 7 dias evidencia extensdo
consideravel, pois sem tratamento os animais sobrevivem cerca de 20 dias.
Ressalta-se que o tempo maximo de vida do Mus musculus € de cerca de 1 ano

€ meio a 2 anos.

Ao realizar a afericdo do tamanho tumoral nos diferentes grupos, com um
auxilio de um paquimetro, juntamente com o acompanhamento da sobrevida dos
animais tratados, para observarmos a taxa de expansao do melanoma. Como
pode ser notado com analise da figura 3A, o tratamento com IMIQ, de fato &

eficaz na contencéo da progressao do melanoma em uma fase inicial, isso pode
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ser devido ao fato da estimulacdo do TLR-7 pelo creme promover a migracao de

células efetoras aptas a desempenhar eficiente atividade antitumoral.

Com resultados promissores acerca do controle do desenvolvimento
tumoral em animais tratados, seguimos para a avaliacdo das possiveis células
do sistema imune. Verificou-se que entre os linfocitos T CD4 e T CD8 totais em
animais tratados ndo apresentavam nenhuma alteracdo em seus ndmeros
relativos, podendo ser observado na figura 4A e 4B. Entretanto ao avaliarmos a
populacao de linfocitos T CD4 de memoria central (Figura 5), percebe-se que o
tratamento promove a reducdo dessa populacdo no baco. As células T de
memoéria central, sdo linfécitos T, que apresentam alta expressdo dos
marcadores de superficie celular CD44 e CD62L. Foi descrito que essas células
possuem uma funcdo efetora baixa, ou até mesmo inexistente, contudo sao
dotadas de uma capacidade de realizar uma rapida proliferacdo e diferenciar-se
em linfécitos efetores, mediante a estimulacdo antigénica, e migrar para o local
do antigeno especifico (revisto por SALLUSTO et al, 2004). Isso pode indicar
que a reducdo dessa populacao células T de memoria central, seja devido a
essas células estarem recebendo a apresentacdo de antigenos tumorais,
diferenciando-se em células efetoras. Na sequéncia haveria possibilidade de que
as mesmas possam migrar para o local do tumor, no sentido de executar suas

funcdes efetoras sobre o tumor.

Os linfécitos T tém amplo papel na contencdo do avanco tumoral, seja
pela lise direta de células do tumor por linfécitos T CD8. Sdo ainda capazes de
reconhecer antigenos tumorais, apresentados por células apresentadoras de
antigeno, através da molécula de MHC de classe |. Isto podera decorrer apos
desenvolvimento de populacdo T CD8+ especifica, capaz de destruir células
tumorais sem que seja necessario haver outra coestimulacdo. Juntamente com
os linfécitos T CD4, essas células podem produzir e secretar citocinas, capazes
de estimular as células tumorais apresentarem maior quantidade de moléculas
de MHC classe |. Decorrente disto, pode haver maior sensibilidade a lise
causada por linfocitos T CD8 secretando o TNF-a e o IFN-y (DONIA et al, 2013).
O IFN-y é uma citocina pro-inflamatoria, caracteristica do perfil Thl e pode ser
secretada por células NK, NKT e principalmente linfocitos T CD4 revisto em
SCHOENBORN e WILSON, no ano de 2007. A auséncia de IFN- y em alguns
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modelos de cancer esta associada a tumores agressivos, correlacionando esta
citocina a papel na atividade antitumoral. INF- y vem sendo utilizado em ensaios
clinicos como uma forma terapéutica auxiliar ao tratamento com melanoma
(revisto por PARKER et al, 2016). Os dados obtidos sobre a influéncia do IMIQ
na producdo dessa citocina podem ser observados na figura 7, sendo que 0s
dados apontam uma maior proporcao de linfécitos T CD8 presente no baco e no
linfonodo drenante de animais que recebem o tratamento, quando estimulados
com aCD3, in vitro. Estes mesmos linfocitos evidenciam uma producao elevada
de IFN-y comparadas aos animais que n&o foram tratados no decorrer do

desenvolvimento tumoral.

Uma outra citocina que foi avaliada foi TNF-a, que pode ser secretada
por células do sistema imune, como linfécitos T ativados, macréfagos e células
de Langerhans ou por outras células como os queratinécitos. O TNF- a € uma
citocina com diversas fungdes, exibe carater geralmente pré-inflamatorio capaz
de induzir apoptose de diversas células tumorais, e estimular atividade citotoxica
de macréfagos e células NK (revisto em BALKWILL, 2009). No nosso modelo
experimental, TNF-a produzidos por linfécitos T CD4 e T CD8 presentes no
linfonodo drenante, foi semelhante a producdo de IFN-y: ou seja, quando
estimulados com aCD3, in vitro, houve maior producéo de citocinas em animais

tratados com IMIQ.

Ao serem avaliadas as possiveis populacdes envolvidas na atividade
antitumoral e que poderiam estar elevadas numericamente no modelo
experimental proposto, verificou-se que tanto as populagbes de células
dendriticas, como as de células NKT apresentaram aumento significativo no
baco de animais que foram tratados (Figura 6). Da mesma maneira que este
aumento pode refletir que estas células esplénicas possam estar recebendo
estimulos para que migrem em direcdo ao linfonodo drenante e auxiliem a
atividade tumoricida, controlando seu avango numa fase inicial de
desenvolvimento. Diversos estudos demonstram a importancia das células NKT
no combate tumoral, induzindo a producao de IFN-y, ou estimulando a atividade
efetora de outras populagcdes celulares, como linfécitos T CD8 e células NK.

CROWE e colaboradores, em trabalho publicado em 2002 demonstraram que
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camundongos deficientes de células NKT tinham maior susceptibilidade ao

desenvolvimento de sarcoma.

As células NKT também estdo envolvidas no processo de maturacéao das
células dendriticas, pois em experimento utilizando a-Galactosilceramida
(aGalCer) para estimulacdo da resposta por células NKT, animais que foram
estimulados demonstraram elevados niveis de marcadores de maturacdo das
DCs (como CD80, CD86, CD40 e MHC-II) comparados a animais controle. A
maturacdo demonstrada foi independente de MyD88 ou sinalizacao via células
NK, indicando que isso ocorreu mediante células NKT (FUJII et al, 2003).
GORBACHEV e FAIRCHILD em estudo publicado no ano de 2006, também
utilizando a estimulagdo com aGalCer, demonstram que as células NKT sdo
importantes na maturacdo de DCs, concluindo que a ativacdo dessas células &
importante na migracdo de linfocitos T CD8, e na inducdo do aumento de

producgéo de IFN-y pelas mesmas.

Como as células NKT podem ser responsaveis na contencao da expansao
tumoral no nosso modelo experimental, resolvemos utilizar animais desprovidos
da molécula de CD1 (CD1KO). A andlise de sobrevida realizada comparando os
grupos de animais selvagens (WT) com animais CD1KO (Figura 9A),
demonstrou que 0s animais que nao possuem a molécula de CD1,
independentemente de receberem o tratamento com IMIQ ou néo, apresentam
uma sobrevida semelhante aos animais selvagens que n&o receberam
tratamento. Se comparada ainda a sobrevida entre o grupo de animais selvagens
tratados com IMIQ com o grupo de animais CD1KO também tratados, verifica-
se diferenca estatistica (Log-Rank, p=0,014). Outra diferenca observada € no
desenvolvimento do tumor, se for avaliado o seu tamanho apresentado por esses
diferentes grupos (Figura 9B), como demonstrado o tratamento com o IMIQ, n&o
faz diferenca no grupo de animais que ndo possuem a molécula de CD1. Estes
dados contrastam com os do grupo de animais que apresentam essa molécula,
aparentando um crescimento tumoral até mais rapido que animais selvagens que
nao receberam tratamento (Fig 9B comparados CD1KO tratados aos WT néo
tratados). Diferencas estatisticamente significantes foram obtidas (Mann-

Whitney em animais selvagens e tratados com animais CD1KO tratados: dias
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12, p=0,0014, 16 p=0,0048 e 18, p=0,0078). Esses dados corroboram com a
teoria que realmente as células NKT sdo fundamentais para a contencdo do
desenvolvimento tumoral. Na auséncia da principal molécula apresentadora de
antigenos para essas células, o avanc¢o tumoral se da de maneira aparentemente

mais rapida do que em animais que a possuem.

A interacdo das células NKT com as ceélulas dendriticas, € um outro fator
de extrema importancia para o contengao do avanc¢o do tumor, principalmente
no que se refere a atividade antitumoral de células dendriticas. A figura 10
mostrou que o tratamento com IMIQ parece estar induzindo o aumento da
populacdo de células dendriticas mieléides (CD11b+ CD11c+) que produzem
granzima (GZB), ex vivo, independentemente dos estimulos utilizados.
Entretanto a presenca dos antigenos tumorais na cultura, reduz
consideravelmente essa producdo de GZB por esta populacdo celular. Se
compararmos as células de animais tratados que foram cultivadas com Con A
com células de animais tratados cultivadas simultaneamente com Con A, e com
os antigenos tumorais (Figura 10), nota-se diferenca estatisticamente
significante (p=0,0286 no teste de Mann-Whitney). A reducdo dessa populacéo
de células na presenca de antigenos tumorais, pode ser um dos diversos
mecanismos de evasdo do sistema imunolégico empregado pelas células
tumorais em seu microambiente. Uma possibilidade é de que as mesmas sejam
capazes de induzir a apoptose de células dendriticas. Como exemplo disso
seriam os gangliosidios; glicoesfignolipideos associados a membrana gerados
por diversos tipos diferentes de tumores, inclusive o melanoma cutaneo
(PEGUET-NAVARRO et al, 2003).
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Concluséao geral

Pode-se concluir neste estudo que o IMIQ demonstra uma eficacia na
contengdo do desenvolvimento do melanoma, promovendo aumento nas
populac6es de células NKT e dendriticas, estimulando também a producéo de
INF-y por linfocitos T CD8 presentes no baco, e de TNF-a por linfécitos T CD4 e
T CD8 presentes no linfonodo drenante desses animais. Ademais, na auséncia
da molécula de CD1 o tumor demonstra um desenvolvimento mais rapido e uma
sobrevida menor, provando assim que as células NKT sdo as principais
responsaveis pelo aumento da sobrevida e conten¢cédo no avanco do melanoma.
As mesmas podem estar estimulando o recrutamento de DCs capazes de
produzir GZB apds o tratamento com o mitdgeno. Finalmente, observou-se que
a populacédo de células DCs produtoras de GZB parece estar aumentada apés o
tratamento com IMIQ. Entretanto h& inibicdo da producdo de GZB por esta
populacao celular, quando presenca dos antigenos tumorais. Estes resultados
indicam que na presenca de antigenos tumorais DCs deixam de produzir GZB,

mesmo apos ativacao através de Con A.

b

Os estudos aqui apresentados sao um desafio para a busca de
mecanismos de ativacao das diferentes populacées NKT (dependentes ou nao
de CD1) e a atividade anti-tumoral destes linfécitos. Pelos motivos expostos, a
compreensao destes de mecanismos envolvem aspectos de instrucéo de células
NK e NKT para o desenvolvimento de atividade anti-tumoral. Isto posto, 0 modelo
descrito vai muito além de identificar e aprimorar a atividade anti-tumoral,
pretendendo-se ainda gerar conhecimento a respeito da biologia de células NK
e NKT.

Os resultados apresentados s&o promissores e indicativos da
possibilidade que na presenca de antigenos tumorais, DCs possam se tornar
tolerégenicas. Ainda que NKT dependentes de CD1 podem estar envolvidas na
protec&o contra o tumor. Em perspectivas futuras, o estudo de células NK e NKT
no sistema experimental proposto € um elemento fundamental para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras, baseadas na manipulacao

das populagdes celulares mencionadas neste trabalho.
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