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RESUMO

PINHO, M. P. Anédlise do repertorio de linfécitos T em pacientes com céancer:
desvendando a resposta imune antitumoral em humanos. 2019. 165 f. Tese
(Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2019.

A tumorigenese é caracterizada pelo acumulo de mutacdes e expressao aberrante de
proteinas pelas células transformadas, proteinas estas que podem ser reconhecidas
pela resposta imune adaptativa do proprio. O estudo do conjunto de linfocitos T
capazes de reconhecer o tumor num paciente, ou seja, de seu repertorio antitumoral,
é de vital importancia para o melhor entendimento da relacdo entre o sistema imune
e o0 cancer. Assim, este projeto teve como objetivo desenvolver um estudo
aprofundado do repertério de linfocitos T reativo para tumores em pacientes com
cancer, determinando-se a frequéncia e o padrdo de resposta destas células, em
diferentes fases de progressdo da doenca e terapia. Para avaliar a frequéncia de
linfécitos T tumor-reativos, foram desenvolvidas e utilizadas técnicas abrangentes de
deteccdo, que empregam a capacidade proliferativa do linfécito T frente ao seu
antigeno cognato para determinar sua especificidade. Utilizando tais técnicas, fomos
capazes de encontrar linfécitos T capazes de reagir com antigenos mutados
(neoantigenos) em um paciente com carcinoma hepatocelular, e com um antigeno
superexpresso (Her2) em pacientes com cancer de mama. Também encontramos
linfécitos T reativos para estes antigenos em individuos saudaveis, ndo s6 no
compartimento de células naive, mas também dentre os linfécitos T de memodria, o
gue adiciona evidéncia a teoria da vigilancia imunoldgica. Vale notar que os linfocitos
T Her2-reativos foram capazes de produzir citocinas e eliminar, especificamente,
células que superexpressavam tal molécula. A frequéncia total de linfécitos T tumor-
reativos no sangue de pacientes com cancer de mama e com glioblastoma multiforme
(GBM) foi estimada utilizando-se, como fonte de antigenos, lisados de células
tumorais, tendo, esta, sido maior no sangue dos doentes com cancer de mama. A
frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue dos pacientes ndo se
correlacionou com aquela encontrada no tumor, indicando que estas podem diferir
significativamente. Mesmo assim, em dois pacientes, a variacdo temporal da
frequéncia sanguinea de linfocitos T CD4 e CD8 GBM-reativos se correlacionou com
a resposta clinica a vacinacao experimental com hibridos de células dendriticas. Esta
intervencao imune também foi capaz de alterar a capacidade de produc¢éo de citocinas
pelos linfécitos T CD4 GBM-reativos de um paciente testado. Assim como na
vacinagao, a retirada cirargica do tumor afetou significativamente o repertério de
linfécitos T GBM-reativos nos doentes, diminuindo seu numero e alterando seu
fendtipo. Por fim, dentre os linfocitos T reativos para cancer de mama, fomos capazes
de detectar linfécitos T CD8 com possivel capacidade supressora e linfécitos T CD4
que apresentavam caracteristicas pro-tumorais e cujos clones apresentavam
subpopulacdes com fendtipo helper distintas. Em concluséo, o estudo da frequéncia
e funcdo dos linfécitos T tumor-reativos aqui mostrado permitiu desvendar
caracteristicas da resposta imune tumoral pouco conhecidas, melhorando o
conhecimento que temos da resposta imune antitumoral em humanos.

Palavras-chave: Linfocitos T. Antigenos tumorais. Imunovigilancia antitumoral.
Imunoterapia. Cancer.



ABSTRACT

PINHO, M. P. Analysis of the T cell repertoire in cancer patients: unveiling the
antitumor immune response in humans. 2019. 165 p. Ph.D. thesis (Immunology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

Tumorigenesis is accompanied by the accumulation of mutations and aberrant
expression of various proteins by the transformed cells, which can be recognized by
the adaptive immune response in cancer patients. The study of the patient’s ability to
recognize its tumor, specifically of its antitumor T cell repertoire, is of vital importance
for a better understanding of the interplay between the immune system and tumors.
Therefore, this project aimed to develop an in-depth study of the tumor-reactive T cell
repertoire in cancer patients, determining its frequency and response pattern, at
different points of disease progression and therapy. To estimate the frequency of
tumor-reactive T lymphocytes, comprehensive detection techniques — that employ the
T cell proliferative capacity against its cognate antigen to determine its specificity —
were developed. By using such techniques, we could find T cells reactive for mutated
antigens (neoantigens) in a patient with hepatocellular carcinoma, and reactive for an
overexpressed antigen (Her2) in patients with breast cancer. We also found T
lymphocytes reactive for these antigens in healthy individuals, not only in the naive cell
compartment, but also among memory T cells, which adds evidence to the theory of
immune surveillance. It is noteworthy that Her2-reactive T lymphocytes could produce
cytokines and specifically eliminate cells that overexpressed Her2. The total frequency
of tumor-reactive T-lymphocytes in the blood of individuals with breast cancer and with
glioblastoma multiforme (GBM) was estimated using tumor cell lysates as antigen
source, and it was found to be higher in the blood of breast cancer patients. The
frequency of tumor-reactive T cells in patients' blood did not correlate with that found
among T cells infiltrating the tumor, indicating that these may differ significantly. Even
S0, in two patients, temporal variation in the blood frequency of GBM-reactive CD4 and
CD8 T cells correlated with their clinical response to the experimental vaccination with
dendritic-tumor cell hybrids. This immune intervention also changed the cytokine
production pattern of GBM-reactive CD4 T lymphocytes in the patient tested. As with
vaccination, the surgical removal of the tumor also affected significantly the repertoire
of GBM-reactive T lymphocytes in the patients, decreasing their frequency and altering
their phenotype. Finally, among the breast cancer-reactive T cells, we detected CD8 T
lymphocytes with possible suppressive capacity and CD4 T lymphocytes that had
protumoral characteristics and whose clones belonged to multiple distinct
subpopulations with different helper phenotypes. Altogether, the results of the
frequency and function of the tumor-reactive T lymphocytes shown here unveil some
tumor immune response characteristics largely unknown, which improve our
understanding of the antitumor immune response in humans.

Keywords: T lymphocytes. Tumor antigens. Antitumor immune surveillance.
Immunotherapy. Cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doencga gerada por alteracdes nas células do préprio individuo,
gue afeta uma grande parcela da populacdo mundial. Segundo estimativas do INCA
do biénio de 2018/2019, s6 em 2018 seriam diagnosticados mais de meio milhdo de
novos casos de cancer no Brasil (INCA, 2017). O tratamento do cancer encontra-se
fundamentado em trés grandes pilares: a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia.
Estas areas estdo em constante progresso, com avangos recentes significativos, com
o advento de cirurgias cada vez menos invasivas (ACHER et al., 2018), a utilizacéo
de radioterapia localizada (GARIBALDI et al., 2017), e o direcionamento dos agentes
quimioterapicos (QIN; ZHANG; ZHANG, 2018). Porém, mesmo com todos 0s
tratamentos disponiveis, o cancer continua levando a um nimero elevado de 6bitos,
com 9,6 milhdes de mortes estimadas em 2018 (BRAY et al., 2018). Nesse contexto,
novas abordagens preventivas e terapéuticas mostram-se necessarias e vem sendo
desenvolvidas, estando a imunoterapia entre aquelas com maior destaque (COUZIN-
FRANKEL, 2013). Por estar cada dia mais presente no leito dos pacientes
(BAXEVANIS; PEREZ; PAPAMICHAIL, 2009; FINKELSTEIN, 2013), a imunoterapia é
considerada, hoje, como o quarto pilar no tratamento do cancer. Este tratamento visa
utilizar componentes do sistema imune para combater a doenca e, em geral, procura
ativar no paciente com cancer, mecanismos imunolégicos que se mostram efetivos
em diferentes situacfes. Sendo assim, esforcos no sentido de buscar um maior
entendimento sobre a resposta imune especifica para tumores sdo necessarios para

o desenvolvimento direcionado e racional de novas abordagens imunoterapéuticas.
1.1 O céancer de mama

O cancer de mama é o tipo tumoral com maior incidéncia entre as mulheres
(INCA, 2017), sendo estimado que uma em cada oito mulheres norte americanas
desenvolverdo cancer de mama durante o curso de sua vida (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). Histologicamente, o cancer de mama pode ser dividido em
diferentes tipos, sendo o carcinoma ductal invasivo, com cerca de 70% dos casos, 0
de maior incidéncia (LI et al., 2003), e um dos focos do presente estudo. O cancer de
mama também pode ser classificado de acordo com seu perfil molecular. Trés

subtipos principais, com alta relevancia clinica, sdo definidos a partir do padrao de
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expressao de trés proteinas cuja analise ja foi incorporada a rotina clinica: o receptor
de estrogeno (ER), o receptor de progesterona (PR) e o Her2 (do inglés “Human
epidermal growth factor receptor 2”) (WITHERBY et al., 2016). O subtipo luminal é
caracterizado pela expressao dos receptores hormonais ER e PE, enquanto o subtipo
Her2 ocorre quando a proteina Her2, localizada na membrana das células tumorais,
aparece em excesso. O terceiro e Ultimo subtipo, denominado triplo-negativo, é
caracterizado pela auséncia de expressao das trés moléculas. Além do valor
prognaostico, sendo o luminal o subtipo menos agressivo, o subtipo molecular também
€ decisivo para determinar o tratamento a ser utilizado (WITHERBY et al., 2016).
Tumores com expressao dos receptores hormonais podem ser tratados com terapia
hormonal, enquanto aqueles com superexpressao de Her2 apresentam, como opgao
de tratamento, a molécula inibidora Lapatinibe e o anticorpo monoclonal Trastuzumab
capazes de afetar sinalizacdo via Her2. Por ndo apresentar um alvo especifico, o
subtipo triplo-negativo carece de opcdes alvo-especificas de tratamento.

Os cultivos a longo prazo de células tumorais isoladas de pacientes com cancer
geraram o que hoje chamamos de linhagens tumorais imortalizadas. As linhagens
imortalizadas séo ferramentas importantes para 0 no estudo do cancer, e até mesmo
para formulacdo de vacinas, devido a sua capacidade de replicar-se indefinidamente,
e de manter muitas das caracteristicas das células tumorais originais (SRIVATSAN et
al., 2014). As linhagens de cancer de mama também podem ser divididas nos mesmos
subtipos encontrados nos pacientes e, as linhagens MCF-7, SK-BR-3, e MDA-MB-231
utilizadas aqui, sdo dos subtipos luminal, Her2 e triplo-negativo, respectivamente (DAI
etal., 2017). Esta existéncia de subtipos bem definidos, que apresentam prognésticos,
manifestacdes e tratamentos diferentes, representados por linhagens imortalizadas
gue mantem muitas das caracteristicas dos tumores encontrados nos pacientes fazem
do cancer de mama um modelo muito interessante para o estudo amplo da resposta

imune contra tumores.

1.2 O glioblastoma multiforme

Gliomas séo as neoplasias mais frequentes que acometem o sistema nervoso
central (SNC), representando 80% de todos os tumores cerebrais (HANIF et al., 2017).
Estes podem ser classificados de | a 1V, a depender do seu grau de malignidade,

sendo o grau IV, conhecido como glioblastoma multiforme (GBM), o mais agressivo e
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frequente, correspondendo a aproximadamente 50% de todos os gliomas. O GBM
pode surgir diretamente de mutacdes em células gliais, ou da progressdo de
astrocitomas (gliomas de menor grau) pré-existentes (LOUIS et al., 2016). O GBM é&,
atualmente, dividido em quatro subtipos principais de acordo com sua caracteristica
transcricional: classico, pro-neural, neural e mesenquimal. Estudos recentes sugerem,
porém, que o subtipo neural possa ser um artefato gerado pela presenca de RNA de
células ndo-tumorais nas amostras analisadas (SIDAWAY, 2017). Apesar do potencial
valor prognostico e preditivo de resposta ao tratamento, ao contrario do cancer de
mama, a classificagdo molecular do GBM ainda nao se traduziu em indicacdes de
conduta clinica indiscutiveis (PAOLILLO; BOSELLI; SCHINELLI, 2018).

Mesmo com 0s avancgos terapéuticos, 0 GBM permanece largamente incuravel,
com uma taxa de sobrevida mediana de menos de 15 meses (FERNANDES et al.,
2017). A auséncia de sucesso no tratamento desta doenca se deve, em grande parte,
aos inumeros desafios impostos por estes tumores: além de sua localizagdo (que
dificulta a resseccdo completa do tumor e restringe a chegada de medicamentos
devido a barreira hematoencefalica) (KESARI, 2011; SMINIA; WESTERMAN, 2016;
YONG; LONSER, 2011), o GBM apresenta uma grande heterogeneidade intra e
intertumoral, além de um microambiente largamente imunossupressor (NDUOM,;
WELLER; HEIMBERGER, 2015; PERRIN et al., 2019). Assim sendo, o0
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o GBM €& urgentemente

necessario.

1.3 O sistemaimune, o repertério de linfécitos T e o cancer

O sistema imune € um sistema de reconhecimento, com uma capacidade Unica
de identificacdo de moléculas. Essa capacidade de “reconhecimento especifico”
caracteriza o que se convencionou chamar de “imunidade adaptativa”. A imunidade
adaptativa depende dos linfocitos T e B, que contém receptores com caracteristicas
tnicas na natureza. O receptor do linfocito T (TCR, do inglés “T cell receptor”) e o
receptor do linfécito B (BCR, do inglés “B cell receptor”) séo receptores altamente
variaveis, formados a partir de rearranjo génico, e que recebem o nome de receptores
clonais, devido a sua distribuicao celular (TONEGAWA, 1983). Todas as moléculas
de TCR presentes em um unico linfécito T sdo idénticas, mas as moléculas de TCR

de linfécitos T distintos sdo diferentes, pois cada precursor de linfocito T rearranja o
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gene do TCR de forma unica, dando origem a uma molécula de TCR com uma
especificidade singular. A especificidade do linfécito T s6 é compartilhada por seu
clone, ou seja, por linfécitos T que tenham sido gerados a partir da duplicagdo da
mesma célula. Assim, o conjunto de linfécitos T de um individuo — o seu repertério - é
capaz de reconhecer um nuamero muito elevado de moléculas diferentes,
denominadas antigenos.

Por ser formado a partir de rearranjo, a sequéncia génica do TCR é diferente
em cada clone. Assim, com o advento de técnicas de sequenciamento de DNA, a
analise destas sequéncias se tornou possivel. Este tipo de estudo é frequentemente
chamado de estudo de repertério de receptores de linfocitos T (TCR), uma vez que
sdo analisadas as sequéncias génicas de um grande conjunto de receptores. Porém,
infelizmente, ainda ndo somos capazes de determinar, a partir da sequéncia génica
do TCR, o antigeno reconhecido por esta molécula, nem a consequéncia deste
reconhecimento pelo linfécito. Assim, os estudos de sequenciamento de TCR ainda
se restringem a avaliagéo de diversidade e frequéncia de clones presentes em um
conjunto de linfécitos T, ao longo do tempo e/ou em diferentes tecidos. O estudo do
conjunto de sequéncia de TCR presente em um grupo de linfécitos T (analise de
repertério dos receptores de linfécitos T), ndo deve, porém, ser confundido com a
analise de repertoério de linfocitos T. O estudo do repertdrio imune, por assim dizer, vai
além da andlise das sequéncias dos TCR, podendo englobar diversas analises a
serem realizadas em um conjunto de linfécitos T, cujo objetivo seja o melhor
entendimento da resposta imune gerada por estes (CORTI; SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 2011).

O estudo do repertério imune se torna mais complexo a cada dia, com o
advento de novas tecnologias que permitem andlises até entdo impossiveis, que tem
permitido um rapido avanco no entendimento do funcionamento da resposta imune
adaptativa. Neste contexto, o estudo do repertorio de linfécitos T capazes de
reconhecer tumores se destaca, tanto por suas nuances, uma vez que se trata de
resposta a antigenos com grande similaridade a antigenos presentes no proprio

individuo saudavel, quanto por seu grande potencial de tradugéo clinica.
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1.4 Antigenos tumorais e seu reconhecimento por linfocitos T

Por meio do TCR, os linfécitos T reconhecem fragmentos peptidicos de
proteinas que sejam apresentados no contexto das moléculas codificadas pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés “major histocompatibility
complex”). Para que os linfécitos T sejam capazes de reconhecer células tumorais,
portanto, estas precisam conter peptideos que possam ser reconhecidos por linfocitos
T. Apesar da capacidade, tedrica, de reconhecer qualquer proteina, o repertério de
linfécitos T de um individuo é considerado incompleto. Isto ocorre porque, durante o
desenvolvimento dos linfocitos T, estes passam por um processo chamado de
tolerancia central, em que células que expressarem um TCR capaz de reconhecer
peptideos derivados de proteinas préprias com alta afinidade acabam sendo
eliminados ou se diferenciando em linfécitos T reguladores (ITOH et al.,, 1999;
KAPPLER; ROEHM; MARRACK, 1987; XING; HOGQUIST, 2012). Sendo assim, a
capacidade do sistema de gerar uma resposta efetora de alta afinidade contra
proteinas proprias é reduzida, o que é desejavel para evitar que doencas autoimunes
sejam desencadeadas. Logo, células tumorais, que sdo geradas a partir de
modificacdes de células préprias, deveriam apresentar uma baixa imunogenicidade,
devido ao processo de selecdo do repertorio. De fato, em camundongos, o bloqueio
transitério da tolerancia central é capaz de aumentar a quantidade de linfcitos T
antitumorais (KHAN et al., 2014); e camundongos com deficiéncia do fator de
transcricdo AIRE, responsavel pela expressao de proteinas proprias no timo durante
0 processo de selecdo do repertdrio, mostraram-se capazes de rejeitar células de
melanoma singeneico (ZHU; NAGAVALLI; SU, 2013).

Porém, antes mesmo que os linfécitos T com alta afinidade para antigenos
préprios sejam eliminados, o repertorio de linfocitos T é selecionado positivamente
pela interacdo de baixa afinidade de seu TCR com as moléculas de MHC
(apresentando antigenos préprios) (JAMESON; HOGQUIST; BEVAN, 1995).
Portanto, os linfocitos T que fazem parte do repertdrio de linfocitos T maduros
apresentam uma capacidade inata de reconhecer, com baixa afinidade, moléculas de
MHC carregadas com proteinas préprias. Assim, ndo é surpreendente que seja
possivel encontrar linfocitos T especificos para determinadas proteinas proprias, que
embora ndo exclusivas das células neoplasicas, sao classificadas como antigenos

associados ao tumor (TAA; do inglés, “tumor associated antigens”) (Figura 1). Por
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exemplo, linfécitos T CD8 especificos para Melan-A, que € uma proteina propria
expressa em melandcitos e em células tumorais de melanoma, assim como linfécitos
T CD4 Melan-A-especificos, podem ser encontrados em alguns pacientes com
melanoma, e até mesmo em alguns individuos normais (BIOLEY et al., 2006; LEE et
al., 1999b; PITTET et al., 1999).

Figura 1 — Classificacio de antigenos tumorais. Classes de antigenos tumorais considerados
especificos (TSA) e associados (TAA) a tumores, com exemplos de membros de cada classe, e esquema

do padrao de expressao nas células tumorais comparado com a expressdao em tecidos normais de
individuos saudaveis. Criado com BioRender.com.
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Ja foram encontrados em pacientes com cancer linfocitos T especificos para
diversos TAA. Alguns TAA sado proteinas cuja expressao € aumentada no tumor,
outros sdo proteinas cuja expressao € tipica em células germinativas e outros ainda,
restritos a um determinado tecido. Além dos antigenos associados a tumores, existem
também antigenos que sé&o encontrados apenas nos tumores (TSA; do inglés, “tumor
specific antigens”) (Figura 1). O TCR expresso por um linfoma de células T foi um dos
primeiros TSA descritos, o que, inclusive, ajudou na caracteriza¢do posterior do, até
entdo desconhecido, receptor especifico do linfocito T (ALLISON; MCINTYRE;
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BLOCH, 1982). Antigenos de virus presentes em tumores associados a infeccdes
virais séo classificados, em geral, como TSA — embora, neste caso, a definicdo de
“especificidade tumoral” seja falha e a melhor descri¢do talvez fosse de “antigenos
virais associados a tumor”’. Por outro lado, o processo de tumorigénese é
caracterizado por um acumulo de mutacdes nas células transformadas (BOZIC et al.,
2010; LOEB; LOEB; ANDERSON, 2003). As proteinas mutadas muitas vezes sao
capazes de gerar peptideos diferentes que podem ser reconhecidos com alta
afinidade por linfécitos T, o que permite que tais proteinas sejam chamadas de
“neoantigenos tumorais”. A simples capacidade de ser reconhecido pelo sistema,
todavia, ndo garante que uma resposta imune com relevancia clinica possa ser

montada contra estes antigenos.

1.5 Interacfes entre o sistemaimune e o cancer

A ideia de que células tumorais poderiam ser reconhecidas e eliminadas pelo
sistema imune surgiu com a teoria da vigilancia imunolégica (BURNET, 1961;
EHRLICH, 1909). Segundo a teoria, 0 sistema imune estaria constantemente
eliminando células que estivessem sofrendo o processo de transformacédo maligna,
protegendo o individuo da doenca. No paciente que desenvolve a doenca
clinicamente, o que ocorreria seria um “escape” a vigilancia, pela selegao de células
mais agressivas (BURNET, 1970). Embora contestada logo apds sua proposicao,
estudos em camundongos imunodeficientes acabaram por demonstrar,
inequivocamente, que o sistema imune, de fato, exerce pressao seletiva durante a
tumorigénese e que tumores que se desenvolvem em animais imunodeficientes sédo
rapidamente eliminados em animais imunocompetentes (DUNN et al., 2002). Esta
capacidade de imunovigilancia € bastante suportada por outros dados experimentais
(KOEBEL et al., 2007; SMYTH; DUNN; SCHREIBER, 2006), e implica que tumores
que se desenvolvem dependem de células “sobreviventes”, que estabeleceriam um
equilibrio com o sistema imune que, eventualmente, escapam e déo origem a uma
doenca progressiva (Figura 2). Além dos dados experimentais, evidéncias de que tal
protecdo imune existe incluem, mas nado se restringem, a maior incidéncia de cancer
em individuos com imunodeficiéncia (ENGELS et al., 2008) e a presenca de inUmeros
mecanismos de escape do sistema imune nas células tumorais humanas (IGNEY;
KRAMMER, 2002).
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Figura 2 — Os trés E’s da progressdo tumoral. Esquema indicando as diferentes formas de interagdo
entre o sistema imune e células neoplasicas. Na primeira, ocorre a eliminacao das células tumorais por
meio de células com capacidade antitumoral, num processo chamado de Imunovigilancia Tumoral. A
fase de equilibrio é aquela em que se acredita que a imunoedi¢ao tumoral seja mais relevante. Nesta
etapa ocorre a eliminacdo de determinadas células tumorais pelo sistema imune, e a selecao de clones
mais resistentes. Assim, os tumores passam a conter cada vez mais células resistentes ao sistema
imune, as quais, frequentemente, ainda apresentam capacidades imunossupressoras, até que
escapam dos mecanismos efetores da resposta imune, gerando uma doenca progressiva. Criado com
BioRender.com.
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Assim, durante a progressdo do tumor, aconteceria 0 que € chamado de
imunoedicdo: a pressao exercida pela resposta imune faria uma selecdo de clones
capazes de escapar dos mecanismos efetores da resposta imune, ou até mesmo
subverté-la a seu favor (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). Células tumorais sao
capazes de utilizar uma variedade de mecanismos de evasdo do sistema imune,
muitos dos quais sdo mecanismos ativados para limitar a resposta imune em
condicdes fisiolégicas (TING KOH; LUZ GARCIA-HERNANDEZ; MARTIN KAST,
2006).Um exemplo de mecanismo de evaséo bastante conhecido e relevante para a
pratica clinica é a expressdo da molécula PD-L1 (do inglés “programmed cell death
ligand 1”) por células tumorais. A expressao de PD-L1 por células tumorais pode ser
induzida pelo IFN-y produzido pelos linfocitos T presentes no microambiente tumoral,
um processo que ja foi descrito tanto no cancer de mama quanto no GBM (ALI et al.,
2015; CASTRO et al., 2018; QIAN et al.,, 2018). Outra via de imunossupressao
existente, mas menos conhecida, é composta pelas ectonucleotidades CD39 e CD73,

presentes na superficie celular, e que séo capazes de clivar o ATP extracelular em
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adenosina, que, por sua vez, é capaz de exercer diferentes funcdes supressoras
(ANTONIOLI et al., 2013; DEAGLIO et al., 2007).

Um numero crescente de estudos indica que o sistema imune é capaz de
alterar, positiva e negativamente, o crescimento tumoral. Os diferentes tipos de células
imunes que compdem o microambiente tumoral sdo responsaveis por modular a
doenca, e modificar o balanco entre as atividades pro- e antitumoral do sistema
(BURKHOLDER et al., 2014). Linfocitos T, quando ativados, sdo capazes de se
diferenciar em subtipos com func¢des efetoras distintas (PATENTE et al., 2019). O
papel relativo de cada subpopulacéo de linfocitos T na resposta imune contra o cancer,

porém, ainda é, em grande parte, desconhecido como se vera a seguir.

1.6 Subtipos de linfécitos T e seu papel na resposta ao cancer

Quando ativados, linfocitos T CD8 podem adquirir capacidade citotoxica,
tornando-se linfécitos T citotoxicos (CTL). A estas células é atribuido grande potencial
antitumoral, uma vez que elas podem induzir, diretamente, a morte das células
tumorais (MAHER; DAVIES, 2004). Outros mecanismos de acdo, como a producéo
de IFN-y por essas células, também se mostraram importantes no combate ao cancer,
sendo, em alguns casos, até mais importantes do que a citotoxicidade mediada pelas
CTL (BARTH JR. etal., 1991; QIN et al., 2003). Porém, linfécitos T CD8 nem sempre
apresentam capacidade antitumoral, podendo até apresentar caracteristicas
supressoras, ainda muito negligenciadas (WALLER et al., 2006). De fato, varios
trabalhos reportam ndo haver correlacdo entre a presenca de linfécitos T CD8,
capazes de reconhecer o tumor e a resposta clinica obtida apds imunoterapia (LEE et
al., 1999a; NIELSEN; MARINCOLA, 2000).

Em camundongos, por exemplo, a resposta protetora obtida utilizando
imunizacdo com hibridos de células dendriticas e células tumorais ocorre, pelo menos
em parte, devido a ativacao de linfocitos T CD4 por essas células (Tanaka et al., 2005;
Koido et al., 2014). Curiosamente, todavia, o papel dos linfocitos T CD4 no controle
do cancer é muito menos conhecido. Sabe-se que esses linfocitos sdo necessarios
para a correta ativacdo dos linfécitos T citotoxicos (CHURCH et al., 2014), mas sua
contribuicdo para a resposta antitumoral vai, muito provavelmente, além dos
mecanismos ligados a ativacdo de uma resposta citotoxica (GERLONI; ZANETTI,
2005).
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Os linfécitos T CD4 séao, em geral, 0s responsaveis por coordenar a resposta
imunologica em sua atividade como linfécitos T helper (Th) (STEINMAN, 2003). Esses
linfécitos T sdo capazes de se diferenciar em subtipos com funcdes efetoras distintas
e que podem ser caracterizados pela expressdo diferencial tanto de fatores de
transcricdo, quanto de receptores de quimiocinas (ZIELINSKI et al., 2011). Sua
diferenciacdo depende, fortemente, do microambiente em que sdo ativados e, mais
especificamente, das citocinas nele encontradas (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Uma
das principais fontes das citocinas que determinam o padréo de resposta dos linfécitos
T séo as células dendriticas (DC) (DE SAINT-VIS et al., 1998). As DC sao células
apresentadoras de antigenos, que apresentam uma capacidade Unica de ativar
linfécitos T naive e, portanto, iniciar uma resposta imune primaria (STEINMAN;
NUSSENZWEIG, 1980).

Quando produzem grandes quantidades de TGF-B, as DC induzem,
preferencialmente, a diferenciacéo dos linfécitos T em células reguladoras (Treg), que
se caracterizam pela expressao elevada do receptor de alta afinidade para IL-2
(CD25), baixa expressdo de CD127, e a presenca do fator de transcricdo Foxp3
(MALDONADO; VON ANDRIAN, 2010). Nao so6 as citocinas oferecem um papel
importante nesta diferenciacdo, mas outras moléculas expressas pelas células
dendriticas também tem se mostrado determinantes para este processo. E o caso, por
exemplo, da expressdo de Indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) pelas células
dendriticas, o que as torna capazes de induzir a diferenciacao de linfécitos T naive em
Treg (RODRIGUES et al., 2016).

Quando se consideram os linfocitos T CD4 “efetores”, trés diferentes subtipos
de linfocitos T helper podem ser destacados: linfécitos Thl, cuja diferenciacdo
depende de IL-12, e que sdo caracterizados pela expressao de T-bet, producéo de
IFN-y e expressao dos receptores de quimiocina CCR5 e CXCR3; linfécitos Th2,
induzidos por IL-4 e caracterizados pela expressdo de GATA-3, producéo de IL-4 e
expressdo dos receptores CCR4 e CCR3; e linfécitos Thl7, diferenciados, em
camundongos, na presenca de IL-6 e TGF-B e caracterizados pela expressao de
RORyt, producédo de IL-17 e IL-22 e expressdo de CCR6 (KAPSENBERG, 2003;
PATENTE etal., 2019; ZIELINSKI et al., 2011) (Figura 3). Além destes, diversos outros
subtipos de linfocitos Th ja foram descritos, como os Th22, Th9 e os linfécitos T helper
foliculares (Tfh), todos estes capazes de exercer papeis distintos na resposta contra
o cancer (LIUDAHL; COUSSENS, 2018).
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Figura 3 — Subtipos de linfocitos T CD4 e seu papel na resposta imune ao cancer. Linfécitos T CD4,
dependendo do estimulo que recebem durante sua ativacao inicial, podem se diferenciar em células
helper com caracteristicas diferentes, que expressam fatores de transcri¢ao, citocinas, e receptores de
guimiocinas distintos. Todos estes linfécitos T apresentam papéis na resposta contra o cancer. Porém,
cada subtipo pode exercer fun¢des diversas, ou até mesmo antagbnicas na resposta imune ao cancer,
tornando-se pro- ou antitumoral a depender do microambiente onde estao inseridos.
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Diversos estudos mostram que os linfocitos T CD4 sao capazes, por si s6, de
proteger o individuo do desafio com células tumorais e, também, induzir a regresséo
de canceres solidos e hematolégicos (COHEN et al., 2000; FUJIWARA et al., 1984;
GREENBERG; KERN; CHEEVER, 1985). Porém, subtipos de linfécitos T CD4 podem
apresentar papéis anti e pré-tumorais distintos, sendo ainda muito discutido qual seria
0 subtipo ideal quando se pretende induzir uma resposta contra o cancer (Figura 3).
Classicamente, linfocitos Thl séo classificados como tendo maior capacidade
antitumoral, enquanto linfécitos Th2 apresentariam um viés pré-tumoral (LIUDAHL;
COUSSENS, 2018). Porém, curiosamente, apesar da visdo usual de que se tratam de
células com fungbes antagonicas, tanto linfocitos Thl quanto Th2 podem orquestrar
respostas antitumorais capazes de erradicar o tumor (NISHIMURA et al., 1999).
Apesar disto, os linfocitos Thl7, na verdade, sdo o subtipo com o papel mais
controverso na resposta imune contra o cancer, ja tendo sido descritos como tendo
papéis tanto anti quanto pro-tumoral, dependendo da neoplasia e modelo estudado
(BAILEY etal., 2014; WILKE et al., 2011; YOUNG, 2016). Intrigantemente, um estudo

gue comparou diretamente o papel dos diferentes subtipos de linfécitos Th contra um
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mesmo antigeno tumoral mostrou que, no modelo estudado, os linfécitos Th17 foram
0s mais eficientes no combate ao cancer, num processo criticamente dependente da
producdo de IFN-y (MURANSKI et al., 2008). Pode parecer estranho que a acao
efetora de células Th17 seja devida a producao de IFN-y, uma citocina caracteristica
da resposta Thl; na verdade, um crescente nimero de dados tem mostrado a
existéncia, em humanos, de linfocitos T helper capazes de produzir as duas citocinas
IL-17 e IFN-y (ANNUNZIATO et al., 2007). Estas células, as vezes denominadas de
Th1/Th1l7 ou Thl*, sdo caracterizadas pela expressao de ambos CXCR3 (expresso
em linfécitos Thl) e CCR6 (expresso em linfocitos Th2), e parecem estar relacionadas
a resposta contra a Mycobacterium tuberculosis (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007).
Seu papel na resposta antitumoral, porém, ainda é pouco estudado.

1.7 Importancia da andalise da resposta imune ao cancer

Como mencionado acima, muitos estudos apontam para o fato de que os
componentes da resposta imune adaptativa sdo capazes de reconhecer e eliminar
especificamente células tumorais. Por outro lado, quando se tenta recrutar o sistema
imune contra o cancer, em protocolos de imunoterapia ativa (ou mesmo passiva), 0s
mecanismos que atuam e contribuem, efetivamente, para o controle da doenca nos
pacientes com cancer ainda sao imprecisamente conhecidos. Isto dificulta o
aperfeicoamento destes protocolos e se reflete na heterogeneidade das respostas
entre 0s pacientes, apesar de se observarem, muitas vezes, melhora significativa no
quadro clinico da doenca (DRAUBE et al., 2011; STRIOGA et al., 2013).

No geral, parece consensual na literatura que a presenca de antigenos
tumorais reconheciveis pela resposta imune do paciente esta associada a boas
respostas clinicas a imunoterapia. Este é o caso da associacdo entre e a carga
mutacional de diversos tipos tumorais especificos e a melhor resposta ao tratamento
com inibidores de checkpoints, como os anticorpos especificos para CTLA-4 (do inglés
“cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4”), PD-1 (do inglés “programmed cell
death protein 1”) e seu ligante PD-L1 (GIBNEY; WEINER; ATKINS, 2016); ou a
correlacéo entre maior eficacia da imunoterapia com linfocitos infiltrantes do tumor (T-
TIL; do inglés “tumor-infiltrating lymphocytes”) com a frequéncia de células tumor-

especificas entre as mesmas (LU et al., 2014).
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Apesar de sua importancia indiscutivel, o rastreio da resposta imune de
linfocitos T antitumorais apresenta um desafio consideravel, especialmente no que diz
respeito a uma avaliacdo ampla do repertério capaz de reagir contra tumores. A
maioria dos trabalhos que analisam a presenca e frequéncia de linfécitos T especificos
para o cancer utiliza multimeros de MHC. Esses multimeros sdo compostos por
moléculas de MHC conjugadas a fluorocromos e carregadas com peptideos que,
quando em contato com linfécitos T, se ligam nos linfécitos cujos TCRs sejam restritos
pela molécula de MHC utilizada no multimero, e especificos para o peptideo ligado
nessas moléculas (BAKKER; SCHUMACHER, 2005). Logo, a identificacdo de
linfécitos T especificos para antigenos tumorais € limitada, uma vez que so € possivel
para os linfécitos T que reconhecem epitopos selecionados de proteinas tumorais.
Sendo assim, o conhecimento que se pode conseguir desta maneira € restrito e ndo
necessariamente representa o que acontece com todo o repertdrio de linfocitos T que
reage aguele antigeno e, principalmente, com o repertério completo de linfécitos T
capazes de reagir contra o tumor (Figura 4).

Uma outra categoria de métodos utilizada para verificar a presenca de linfocitos
T especificos para tumores se baseia na utilizacdo de uma caracteristica funcional
dos linfécitos T como indicativo de especificidade (Figura 4). As duas metodologias
mais utilizadas envolvem a detecc¢éo da producéo de citocinas, especialmente IFN-y,
por meio da técnica de ELISPOT, e o ensaio de citotoxicidade celular, que consiste
em avaliar a presenca de linfocitos T capazes de eliminar células tumorais. Estas
técnicas sdo especialmente Gteis na avaliacdo da presenca de linfécitos T CD8 com
capacidade antitumoral, uma vez que se utiliza de dois mecanismos efetores
importantes no controle da doenca, como forma de avaliar a presenca de células
reativas. Porém, estes métodos falham em detectar linfécitos T que ndo apresentam
tais mecanismos efetores, e sdo especialmente deficientes na avaliacdo da presenca

de linfécitos T CD4 tumor-reativos.
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Figura 4 — Metodologias para detecgdo de linfdcitos T especificos. O rastreamento de linfocitos T
especificos para um determinado antigeno pode ser feito por meio da avaliacao de sua ligacdo direta
ao complexo formado pelo MHC com o peptideo de interesse (Ensaio de ligagdo com multimeros), ou
por meio da resposta dos linfécitos T quando em contato com o antigeno para os quais sdo especificos.
Esta resposta pode ser detectada pela producado de citocinas — como no caso da avaliagao da producdo
de IFN-y via ELISPOT - pela capacidade de eliminar alvos contendo o antigeno (andlise de
citotoxicidade), ou até mesmo pela resposta proliferativa. Dentre as trés, a analise de proliferagao é a
Unica que nao depende diretamente da fungao exercida pelo linfécito estudado.
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Sendo assim, visando a analise ampla e com menor viés funcional da
frequéncia de linfocitos T, do que a encontrada com as outras técnicas disponiveis, a
frequéncia de linfocitos T tumor-reativos neste trabalho foi calculada principalmente
utilizando uma técnica descrita recentemente e com potencial de avaliar de maneira
muito mais abrangente o repertério: a metodologia de triagem de bibliotecas de
linfécitos T (CAMPION et al., 2014; GEIGER et al., 2009). Essas bibliotecas sao
construidas a partir da separacao dos linfocitos T, de acordo com o seu fendétipo de
superficie, nas subpopulacdes de linfécitos T de interesse (como, por exemplo,
naive/memoria) (ZIELINSKI et al., 2011) e posterior expansao inespecifica de todos
os clones presentes em cada subpopulagdo de linfocitos T, utilizando IL-2 e
fitohemaglutinina (PHA) (MORETTA et al., 1983). As células de cada biblioteca séo,
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entdo, desafiadas com antigenos tumorais especificos apresentados por células
apresentadoras de antigeno, sendo considerados especificos para o antigeno, os
linfocitos T que sofrerem proliferacdo (GUY et al., 2013). Para aprendizagem do
método, o trabalho contou com a colaboracdo da criadora deste, a Dra. Federica
Sallusto, por meio de um estagio de pesquisa realizado na Sui¢a. Durante o trabalho,
variacOes desta técnica foram testadas e implementadas, sendo discutidas adiante,
visando adapta-lo para o contexto tumoral, onde a afinidade baixa e os mecanismos
de evasao tumoral sdo capazes de atrapalhar a identificacdo dos linfocitos T tumor-
especificos.

Parece claro que o aprimoramento dos protocolos de imunoterapia ativa contra
o cancer depende tanto da determinacéo do potencial real de reconhecimento de TAA
pelo sistema imune dos pacientes, quanto da avaliacéo do tipo de resposta imune que
os linfécitos T que reconhecem esses antigenos geram in vivo frente a doenca.
Portanto, o presente projeto visou avaliar o repertorio de linfocitos T CD8 e CD4
capazes de reconhecer antigenos tumorais em individuos sadios e em pacientes com
cancer, nestes, tanto antes quanto depois de intervencdes imunoterapéuticas. Além
da determinacdo da frequéncia de linfécitos T especificos para antigenos tumorais,
também foi avaliado o fenétipo funcional dessas células, desvendando, assim, a
evolucdo da resposta imune frente a uma neoplasia, a medida que ela progride ou,

por outro lado, regride, em resposta ao tratamento.
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2 OBJETIVOS

Avaliar, quanto a frequéncia e fenétipo funcional, o repertério de linfocitos T capazes

de reagir com antigenos tumorais em doadores saudaveis e em pacientes com cancer

e, quando possivel, antes e apds o tratamento da doenca.

2.1 Objetivos especificos

e

K/

Quanto a frequéncia:

Avaliar a frequéncia de linfocitos T, no sangue de doadores saudaveis e no
sangue de um paciente, capazes de reagir contra neoantigenos tumorais de

seu carcinoma hepatocelular.

Determinar, no sangue de doadores saudaveis e no sangue e no tumor de
pacientes com cancer de mama, a frequéncia e fenétipo de linfécitos T reativos

para a proteina Her2.

Estimar a frequéncia de linfécitos T reativos para tumores de mama
(considerando todos o0s antigenos presentes no tumor e abrangendo
amplamente os fenétipos de linfécitos T) infiltrando o tumor dos pacientes e
presentes no sangue destes e de individuos saudaveis.

Quantificar, nos pacientes com glioblastoma multiforme, o nimero de linfécitos
T CD4 e CD8 reativos para seus proprios tumores, e avaliar a cinética desta
frequéncia no sangue destes pacientes, apés a remoc¢ao do tumor e tratamento

imunoterapéutico com vacina de hibridos de células dendriticas.

Quanto ao fendtipo e a funcéo:

Avaliar os linfocitos T capazes de reagir contra a proteina Her2 quanto ao seu
estagio de diferenciacao (naive/memoaria), capacidade citotoxica e padrao de

producgéo de citocinas.
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Caracterizar o fenétipo funcional dos linfécitos T capazes de reagir contra
lisados de tumores de mama, em doadores saudaveis e pacientes com cancer

de mama.

Determinar o fendtipo dos linfécitos T CD4 especificos para glioblastoma
multiforme nos pacientes, e as alteracbes deste fendtipo apds intervencao
cirdrgica e imunoterapéutica. Correlacionar este fenotipo com a resposta

terapéutica obtida com a vacinacao com hibridos de células dendriticas.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho estd registrado na Plataforma Brasil (CAAE:
41905115.0.0000.5467 e 58882116.7.1001.5467) e conta com aprovagao do Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (Parecer 1221/CEPSH e 1312/CEPSH).

3.1 Coleta de amostras de sangue e tumor

Camaras de leuco-reducédo de doadores de plaquetas do Banco de Sangue do
Hospital Alem&o Oswaldo Cruz foram coletadas ap6s consentimento por escrito dos
doadores, de onde foram obtidas as células do sangue dos individuos controles do
estudo. Apos consentimento livre e esclarecido dos pacientes com cancer de mama e
de glioblastoma multiforme, um total de no maximo 40 mL de sangue periférico foi
colhido em tubo de heparina sédica antes da cirurgia, assim como um fragmento
tumoral foi coletado durante o procedimento cirargico. Para os pacientes com GBM,
novas coletas de sangue foram realizadas logo antes da administracdo das doses de
vacinas com hibridos de células dendriticas. A peca tumoral foi acondicionada em tubo
de 50 mL contendo PBS ou RPMI-1640 na presenca de antibiético/antimicético, e
mantida em geladeira até seu processamento (ap6s, no maximo 24 horas da cirurgia).

3.2 Obtencéo de soro humano e preparacdo de meio de cultura completo

Para obtenc¢éo do soro humano, utilizou-se sangue de doadores saudaveis com
tipo sanguineo AB. O sangue foi coletado em tubo seco, sendo mantido por 1 h a
temperatura ambiente para induzir coagulacdo. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 1100 x g por 20 min, e o soro foi coletado, filtrado em filtro de 0.2 um
(Corning) e congelado a -20 °C até sua utilizacdo. O meio de cultura utilizado para os
ensaios de proliferagédo autéloga de linfécitos T, aqui denominado meio completo, foi
preparado utilizando-se RPMI-1640 com 5% de soro humano AB suplementado com
1 mM sédio-piruvato (Lonza), 0,1 mM aminoacidos nao essenciais (Lonza), 2 mM L-
glutamina (Lonza), 5x10° M B-Mercaptoetanol (Sigma), 100 U/mL de penicilina, 100
Mg/mL de estreptomicina e 250 ng/mL de anfotericina B (Gibco™ Antibiotic-
Antimycotic 100X; Thermo Fisher Scientific).
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3.3 Cultura das células de linhagens utilizadas

Todas as linhagens usadas foram sistematicamente verificadas quanto a
presenca de micoplasma, sendo usadas em experimento apenas aquelas livres de tal
contaminacgdo. A passagem de todas as linhagens também foi controlada durante os
experimentos de modo a se usar apenas passagens dentre um intervalo de, no
méaximo, 10 repiques, diminuindo-se assim a variacdo genética que pode ocorrer
devido ao grande tempo de cultivo. As linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-7 foram
cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (R-10;

Sigma) acrescido de antibidtico e antimicatico.

3.4 Digestao tumoral e isolamento de linfocitos T infiltrantes (T-TIL)

As amostras tumorais obtidas apos resseccao cirargica foram pesadas em placa
de petri e tiveram suas dimensdes medidas. Em seguida, as pecas foram fatiadas em
pequenos fragmentos (1 mm) com auxilio de bisturi e pinca, sendo transferidas para
garrafa com agitador magnético estéril, contendo RPMI, antibiético/antimicético, e
colagenase (5,6 pg/mL). A amostra foi, entdo, mantida sob agitacdo em banho maria
por 2 h. Apoés este periodo, o contetdo do frasco foi vertido em um tubo contendo uma
seringa com gaze, para reter os fragmentos néo digeridos. Estes fragmentos foram
utilizados para obtencédo dos lisados tumorais, enquanto o liquido filtrado contendo a
suspensao de células foi lavada 3x com RPMI. Durante as lavagens, no caso das
amostras de cancer de mama, o excesso de gordura da amostra foi sendo retirado. A
quantidade de células foi determinada por contagem em camara de Neubauer, sendo
congelados, de cada paciente com GBM, 12 criotubos contendo 107 células cada para
confecc¢do da vacina de hibridos de células dendriticas e células tumorais. O restante
da suspensao celular dos pacientes cm GBM, assim como toda a suspensao de
células de céancer de mama foram utilizadas para isolamento dos linfocitos T
infiltrantes (T-TIL). Os T-TIL foram isolados do restante das células por meio de
separacdo magnética positiva com esferas magnéticas anti-CD3, conforme instru¢des
do fabricante (Miltenyi Biotec). Os linfécitos T foram, entdo, mantidos em cultura para
a analise de sua especificidade e fenotipo, enquanto as células negativas para CD3
foram congeladas para posterior utilizacdo nos ensaios de citotoxicidade, sendo parte

utilizada para geracao de lisados tumorais.
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3.5 Preparacéao de lisados tumorais

Para preparacdo do lisado tumoral das linhagens, as células em cultura foram
tripsinizadas, recuperadas em tubos plasticos de 1,5 mL e ressuspendidas em PBS.
Para preparacdo do lisado tumoral de amostras de tumores de pacientes, foram
utilizados fragmentos que néo foram digeridos apds tratamento com colagenase, além
de parte da suspensdo de células negativas para CD3 obtida apds digestdo. As
amostras de células e/ou fragmentos de tecido foram lavadas uma vez com PBS e
ressuspendidas em PBS, sendo transferidas para criotubos. Os criotubos, entéo,
sofreram 5 ciclos de congelamento rapido em nitrogénio liquido seguido de
descongelamento. Em seguida, o conteudo dos tubos foi novamente transferido para
tubos plasticos de 1,5 mL, que foram centrifugados a 13000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi recuperado em outro tubo, quantificado por Bradford utilizando o
Quick Start™ Bradford Protein Assay (Biorad), e utilizado como lisado tumoral nos

ensaios de proliferacéo autéloga.

3.6 Processamento do sangue e separacao de PBMC

As células mononucleares (PBMC) do sangue foram separadas a partir de
centrifugacéo do sangue em gradiente de densidade utilizando Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare). Para isso, o sangue foi diluido 1:1 em PBS e submetido a centrifugacéo
sobre 12 mL de Ficoll-Paque por 30 min a 900 x g, com parada lenta (sem freio; brake)
na temperatura de 18 °C. A camada de células mononucleares foi recuperada em
outro tubo, juntamente com RPMI-1640, e centrifugada a 1200 rpm por 10 min. Foram
feitas mais duas lavagens a 1100 e 900 rpm, respectivamente. O pellet de PBMC foi
coletado e utilizado para separacdo das diferentes células imunes e para

diferenciac@o de células dendriticas.
3.7 Purificagdo de monaocitos, linfocitos T e linfoécitos B do sangue
A purificagdo dos diferentes tipos de células imunes, importante para o0s

ensaios de estimulagdo de linfocitos T, foi obtida por meio do uso de esferas
magneéticas e da separacao celular acoplada a citometria de fluxo (Cell Sorting). Em
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cada experimento, a pureza de cada tipo celular foi avaliada, sendo normalmente
encontrada pureza acima de 90% para todos os tipos celulares.

A purificacdo de mondcitos foi realizada por meio de sele¢do positiva com
esferas magnéticas ligadas a anticorpos especificos para CD14 (Miltenyi Biotec). Em
resumo, as PBMC foram centrifugadas e ressuspendidas em 200 pyL de tampéao de
lavagem (PBS suplementado com 2,5% soro humano AB e 2 mM de EDTA) e
incubadas com 10 pL CD14 microbeads (Miltenyi Biotec) por 20 min a 4 °C. Em
seguida, as células foram centrifugadas em tampao de lavagem (300 x g, 4 °C, 10
min) e passadas por colunas magnéticas, sendo recuperada a fracdo positiva
(mondécitos) e a fracdo negativa.

Linfécitos T foram obtidos por meio de selecdo negativa com esferas
magnéticas, conforme instru¢des do fabricante (Miltenyi Biotec), utilizando as células
da fracdo negativa recuperada da separacdo dos mondcitos ou as células néo
aderentes (CNA) obtidas das culturas de diferenciacdo de células dendriticas. Para
isso, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 40 pL/1x10’ células de
tampao de lavagem adicionando-se 10 pL/1x10’ células do coquetel Biotin-Antibody
(Miltenyi Biotec), e incubadas por 10 min a 4 °C. Apés a incubacéo, foram adicionados
30 pL/1x107 células de tampdo de lavagem seguido de 20 pL/1x107 células de
microbeads anti-Biotina (Miltenyi Biotec), sendo as células incubadas por mais 15 min
a 4 °C. Em seguida, as células foram centrifugadas com tampéo de lavagem (300 x g,
4 °C, 10 min) e passadas na coluna magnética, sendo recuperada a fracdo negativa
(contendo as células que nao ficaram presas a coluna), enriquecida em linfécitos T
CDs.

A obtencédo de linfécitos T CD4 e CD8 se deu por meio da separacdo dos
linfécitos T previamente purificados, com esferas magnéticas especificas para CD4,
recuperando-se a fracéo positiva (linfocitos T CD4) e negativa (linfécitos T CD8). Nos
experimentos onde maior pureza era desejada, os linfocitos T CD4 e CD8 foram
obtidos por meio de separacéo celular acoplada a citometria de fluxo (Cell sorting) no
equipamento Aria (BDBioscience). A obtencdo dos linfocitos T com fenotipo de
memo©ria total ou naive também foi feita por meio de separacgéo celular acoplada a

citometria de fluxo (Cell sorting) no equipamento Aria (BDBioscience) (Figura 5).
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Figura 5 — Pureza de linfocitos T apds sorting. (A) Estratégia de gates para separacdo por citometria
de fluxo de células T naive e meméria. (B) Linfécitos T CD4 naive apds purificagdo. (C) Linfécitos T CD4
de memodria total apds purificacdo. (D) Linfocitos T CD8 naive apds purificacdo. (E) Linfécitos T CD8 de
memoria total apés purificagao.
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Linfocitos B, quando necessérios, foram obtidos por meio de dois passos,
sendo o primeiro passo um enriquecimento de células CD19* utilizando esferas
magnéticas anti-FITC dentre células CD14"™9 (fracdo negativa da selecdo de
mondcitos) marcadas com CD19 FITC. O segundo passo foi o isolamento das células
CD19* dentre as células enriquecidas por meio de separacdo celular acoplada a
citometria de fluxo (Cell sorting), obtendo-se uma populacdo de linfécitos B

extremamente purificada (Figura 6).

Figura 6 — Pureza de linfdcitos B apos enriquecimento com esferas magnéticas e sorting. Expressdo
de CD19 em amostras ndo enriquecidas (esquerda), em amostras apds enriquecimento com esferas
magnéticas (meio) e em amostras enriquecidas e separadas por sorting (direita).
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3.8 Diferenciacéao in vitro de DC a partir de monocitos do sangue periférico

Para diferenciacédo das células dendriticas (DC), os mondcitos foram obtidos por
meio de purificagcdo com esferas magnéticas, ou por aderéncia em plastico em estufa
com 5% de CO2 a 37 °C, com meio AIM-V (Thermo Fisher Scientific). Apds incubacéo,
as células ndao aderentes (CNA) foram coletadas e mantidas em meio de cultura
completo, para posterior utilizagcdo. Os mondécitos foram cultivados por 7 dias em meio
contendo 50 ng/mL de GM-CSF (Peprotech) e 50 ng/mL de IL-4 (Peprotech), em
estufa com 5% de CO2 a 37 °C. Para maturacao destas células, acrescentou-se ao
meio de cultura o fator de necrose tumoral TNF-a (50ng/mL, Peprotech) nos ultimos
dois dias de cultura, ou as moléculas LPS (100 ng/mL) ou poly-IC (20 pg/mL) nas
dltimas 20 h de cultura. Ap6s a cultura, as células apresentavam tamanho e
caracteristicas morfolégicas (presenca de projecdes citoplasmaticas e dendritos) de

células dendriticas (Figura 7).

Figura 7 — Imagem da cultura de células dendriticas derivadas de mondcitos. Foto tirada do sétimo
dia de cultura da diferenciacdo de DC em microscépio invertido com contraste de fase (aumento de
200x).

3.9 Expansao de linfécitos B

Para aumentar o numero de linfoécitos B disponiveis para fazer o desafio das
bibliotecas de linfécitos T, estes foram expandidos durante o periodo de montagem
das bibliotecas. Para isto, 2x10° linfécitos B purificados foram ressuspendidos em 2
mL de meio de expanséo de células B (IMDM, 0,1% de Ciprofloxacina, 10% de soro
AB humano, 300 pg/mL de transferrina, 25 pg/mL de insulina humana e 15 ug/mL
gentamicina) e cultivadas em pogos de uma placa de 12 pogos com IL-4 (8 ng/mL) e

1x10° células K562-CD40L (células da linhagem K562 modificadas para expressar
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constitutivamente o receptor CD40L) previamente gama-irradiadas (45 Gy). Apés um
dia, adicionou-se 4 ng de IL-4 a cada poco e, no dia 4, cada poco recebeu mais 1 mL
de meio de expansdo de células B com 8 ng/mL de IL-4. Os linfoécitos B foram
recuperados no dia 7, lavados e devolvidas a cultura, onde foram reestimuladas com
a linhagem celular. Apos esta recuperacao inicial, a reestimulacao foi feita a cada 3 a
4 dias até o final da cultura. Para a reestimulacéo, os linfécitos B foram recuperados,
centrifugados a 800 x g por 10 min e ressuspendidos em meio de expanséo de células
B na concentracdo de 1x10° células B por mL. As células K562-CD40L previamente
gama-irradiadas foram descongeladas, ressuspendidas em meio de expansdo de
linfécitos B na concentracédo de 1x10° células por mL e misturadas com as células B,
obtendo-se uma razédo de 1:10 de células K562-CD40L e células B. Adicionou-se IL-4
a cultura na concentracao final de 8 ng/mL, e 2 mL da suspenséo celular foi colocada
em cada poco de uma placa de 6 pocos. Em cada etapa de reestimulacao, foram
utilizados 6x10° linfécitos B, sendo o restante das células congeladas. Com este
protocolo, espera-se que haja um aumento no numero de linfécitos B de 5 a 10 vezes

na primeira estimulacéo e 2 a 5 vezes nas estimulacdes subsequentes (Figura 8).

Figura 8 — Expansao de linfocitos B. Nimero de linfdcitos B durante os dias de expansdo, comegando
com 6x10° células. Os numeros no gréafico indicam o indice de expansdo a cada ciclo de reestimulac¢3o.
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3.10 Ensaio de proliferagcéo ex vivo de linfocitos T

Para os ensaios de proliferacdo, as células (linfécitos T e células apresentadoras
de antigeno) foram marcados com carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE;
Thermo Fisher Scientific) ou, no caso de uma reestimulagéo, com CellTrace™ Violet

(CTV; Thermo Fisher Scientific). Para isso, as células foram ressuspendidos em PBS
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(1x107 células/mL) contendo 2,5 uM CFSE ou 5 uM CTV, sendo incubados a 37 °C no
escuro por 10 ou 20 min, respectivamente. Em seguida, a amostra foi diluida em
RPMI-1640 com 5% de soro humano gelado, sendo incubada no gelo por 5 min e
centrifugada por 7 min a 600 x g. Linfocitos T (50.000 por pogo) foram plagueados em
meio completo (ver 3.2) na placa de 96 pocos com fundo em U juntamente com as
APC (proporcédo de 10:1 para DC ou 2:1 para mondcitos e linfocitos B), sendo
mantidos na estufa por 5 dias. Para o ensaio de proliferacdo alogeneica, foram
utilizadas DC de um doador diferente do doador de linfocitos T, na proporcao de 10
DC para 1 linfocito T. Ao término da cultura a diluicdo do CFSE, assim como a

expressdo de CD25, foi avaliada por citometria de fluxo.

Tabela 1 —Lista de antigenos utilizados. Concentrac¢do e descrigdo dos antigenos utilizados nos ensaios
autélogos. A concentracao de 3:1 significa que foi utilizado o equivalente a 3 bactérias ou leveduras
para cada célula apresentadora de antigeno.

Antigeno Concentragao Descrigao
Toxédide 10 pg/mL Toxoide tetanico
Influvac 2 ug/mL Vacina de influenza contendo as cepas HA A/California/7/2009, HA A/Hong

Kong/4801/2014 e HA B/Brisbane/60/2008-like (formulagdo 2016/2017)

cMVv 5 pg/mL Lisado de Citomegalovirus (cepa VR1814)
C. albicans 3:1 Leveduras de Candida albicans obtidas apds inativacdo a 70 °C por 1 h
Bactérias 3:1 Lisados de bactéria obtidos apds inativagdo a 100 °C por 20 min das seguintes

bactérias: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Staphylococcus aureus;

Streptococcus pyogenes; Salmonella typhimurium; Shigella flexneri;

Enterobacter aerogenes; lactobacillus Casei shirota (Yakult).

MHC | t-pep 10 pg/mL Mistura de peptideos restritos pelo MHC de classe | flanqueando regides do

genoma com mutag¢do encontrados no tecido tumoral de um paciente com

carcinoma hepatocelular.

MHC Il t-pep 10 pg/mL Mistura de peptideos restritos pelo MHC de classe Il flanqueando regides do

genoma com mutagdo encontrados no tecido tumoral de um paciente com

carcinoma hepatocelular.

Lisado tumoral 10 pg/mL Lisado tumoral obtido das linhagens K562 (eritroleucemia), MCF-7 (cancer de

mama do subtipo luminal B), MDA-MB-231 (cancer de mama do subtipo

triplo-negativo), SK-BR-3 (cancer de mama do subtipo Her2), ou de amostras

ex vivo de tumores de pacientes com diferentes tipos de cancer.

Her2 4 pg/mL Proteina Her2 recombinante
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Para os ensaios de proliferacdo autéloga, as APC (mondcitos, linfécitos B ou
DC) foram marcadas com CFSE, irradiadas a 45 Gy e carregadas com o antigeno de
interesse diretamente na placa ou, quando a quantidade de antigeno disponivel era
baixa, em tubos de 15 mL por 5 h na estufa, na concentragédo de 2x10° APC por mL
de meio (Tabela 1). Nestes ensaios, foram plagueados pocos independentes com o
mesmo antigeno (minimo de 8 replicatas), que foram marcados, apos 5 dias de
estimulacdo, com anticorpos contra CD3, CD4, CD8 e CD25 e lidos no citdbmetro
FACSCanto. Os pocos positivos foram, entdo, determinados como sendo agueles com
porcentagem de linfocitos T CFSE"YCD25* superior ao obtido com a média + 1,96
desvios padrdo de pocos sem adicdo de antigenos. A frequéncia de linfécitos T
reativos para o antigeno foi entdo determinada por meio do nimero de pocos
negativos, utilizando-se a distribuicdo de Poisson.

Além do estimulo com APC autélogas e alogeneicas, os linfécitos T foram
submetidos a diferentes estimulos inespecificos para avaliacdo da proliferacdo. Estes
estimulos foram utilizados nas seguintes concentra¢des: Dynabeads CD3/CD28 — 1
esfera para 32 linfocitos T; PHA (fito-hemaglutinina) — 1% volume/volume (2 pL em
200 pL de meio, na presenca de APC). Ao mesmo tempo, para saber se a proliferacao
era especifica, 10 pg/mL de anticorpos contra MHC de classe | (pan anti-HLA-A/B/C,
clone W6/32) e de classe Il (anti-HLA-DR, clone HB55; anti-HLA-DP, clone B7.21; anti-
HLA-DQ, clone SPVL3; ou pan anti-HLA-DP/DQ/DR, clone TU39) foram utilizados.

3.11 Montagem e triagem de bibliotecas de linfécitos T

As bibliotecas de linfécitos T foram montadas conforme previamente descrito
(GEIGER et al., 2009). Para cada subtipo de linfocitos T, foram utilizadas duas placas
de fundo em U com 96 pogos, com um volume de 200 uL por pogo de meio completo
(ver 3.2). Cada subtipo de linfocitos T foi plaqueado na concentracéo de 2.000 células
por poco, na presenca de PBMC alogeneicas previamente gama-irradiadas (45 Gy,
104 células/poco), IL-2 (500 U/mL) e 1 mg/mL de fito-hemaglutinina (PHA). Durante os
20 dias seguintes, duas vezes por semana, as placas eram duplicadas quando as
células atingiam a "confluéncia" ou o meio era apenas mudado quando ainda havia
espaco para as ceélulas crescerem. As bibliotecas estavam prontas para serem

interrogadas quando os linfocitos T entravam em repouso: blastos diminuiam de
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tamanho, menor numero de clusters de células nos pocos e o numero de linfocitos T
nao estava mais claramente aumentando (Figura 9).

A triagem das bibliotecas de linfocitos T foi realizada como previamente descrito
(CAMPION et al.,, 2014), depois de 20 a 30 dias de expansao nao-especifica.
Resumidamente, os linfocitos T de cada biblioteca foram lavados quatro vezes com
RPMI-1640 + 0,5% soro humano AB, para retirada completa da IL-2. As células T
(2,5x10%poco) foram entdo cocultivadas com APC (mondcitos, linfocitos B ou células
dendriticas) autblogas irradiadas, na razdo de 1:10 APC para linfécitos T, salvo
guando especificado o contrario. As APC foram carregadas ou ndo com 0s antigenos
de interesse. Apos 3 dias, adicionou-se 10 uCi/mL de [3H]-timidina por poco e depois
de 16-18 horas a proliferacéo foi medida por um contador de cintilacdo. A frequéncia
de precursores de linfécitos T especificos de antigeno foi determinada com base no
namero de pocos negativos de acordo com a distribuicdo de Poisson. O indice de
estimulacao foi determinado dividindo o valor de cintilancia (cpm) obtido no po¢o com
a APC com o antigeno pelo valor do mesmo pog¢o estimulado com a APC sem

antigeno.

Figura 9 — Crescimento de linfocitos T durante expansao inespecifica. NUmero de linfécitos T de
memoria e naive durante os 30 dias de estimulagdo com PHA e PBMC alogeneicas.
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3.12 Expanséo e clonagem de linfécitos T tumor-reativos

Apbs estimulacdo ex vivo dos linfocitos T, os pocos contendo linfécitos T que
proliferaram (CFSE'°CD25*, conforme determinado por citometria de fluxo de uma
amostra de cada poc¢o) foram corados com anticorpos especificos para CD4, CDS, e
CD25, sendo isolados por separacdo celular acoplada a citometria de fluxo (Cell

sorting). Para clonagem, as células reativas para o antigeno de interesse obtidas por
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FACS foram ressuspendidas em meio completo suplementado com IL-2 (500 U/mL) a
uma concentragcado de 0,5 células T em 50 pL de meio contendo PHA (1 mg/mL) e
PBMC alogeneicas gama-irradiadas (2,5x10* por pogo), sendo colocado 50 uL desta
solucdo em cada poco de uma placa de 384 pocos. Apos 10-15 dias de expansao, 0s
pocos com sobrenadante amarelo e/ou alta densidade de células foram transferidos
para placas de fundo em U de 96 pocos. Os linfécitos T foram mantidos em cultura
até entrarem em repouso, quando foram realizados os ensaios funcionais com os
clones obtidos.

Para expanséao de todas as células especificas que foram selecionadas, estas
foram plagueadas em pocos de uma placa de 96 fundo em U com 200 pyL meio
completo suplementado com IL-2 (500 U/mL), IL-7 (1 ng/mL), IL-15 (1 ng/mL),
contendo PHA (1 mg/mL) e PBMC alogeneicas gama-irradiadas (1x10° por pogo).

3.13 Marcacéo extracelular e analise fenotipica por citometria de fluxo

Apbs a contagem em camara de Neubauer, aliquotas de 2x10° células foram
colocadas em tubos plasticos de 1,5 mL e lavadas por 5 min a 500 x g e 4 °C, com
200 pL/tubo de PBS. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 100 pL de
PBS e os anticorpos especificos foram adicionados na concentragédo apropriada para
cada marcador de interesse. Estes tubos foram, entdo, incubados por 20 min a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apds este periodo, o material foi novamente
lavado com 200 pL/tubo de PBS. Apés a lavagem, as células, jA marcadas, foram
ressuspendidas em 200 pL de PBS e analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto ou
Fortessa (BD Biosciences). Os dados foram adquiridos com a utilizacdo do software
FACS Diva (BD Biosciences) e analisados com o software FlowJo (BD Biosciences).

Figura 10 - Titulagées de marcadores. (A) Titulacdo do Live/Dead Violeta. (B) Titulagdo de HLA-A2 PE
em doador positivo. (C) Titulagdo de HLA-A2 PE em doador negativo.
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A concentracdo adequada de cada marcador foi determinada a partir da titulacao
destes, realizada em todos os anticorpos e marcadores novos do laboratorio. Um
exemplo da titulagéo de anticorpos e marcadores de citometria de fluxo pode ser visto
na Figura 10.

3.14 Marcacéo de linfocitos T com tetrameros especificos para Her2

O sangue dos individuos foi, primeiramente, testado por citometria de fluxo para
a presenca do alelo HLA-A2 do MHC, sendo utilizadas para marcagcdo com o
multimero apenas as amostras provenientes de pacientes positivos para HLA-A2.
Linfocitos T (3x108 células) foram marcados com 5 L de solugéo de tetrameros “iTAg
MHC Tetramer — HLA-A*0201 Her2/neu Tetramer — KIFGSLAFL - PE” (MBL
International) e com 1 yL de Live/Dead V450, 10 uL de CD45RA APC, 8uL de CD8
PerCP, 2 yL de CCR7 PE-Cy7 e 2 uL de CD3 V500 por 30 min no escuro a
temperatura ambiente em 400 uL de PBS. As células foram lavadas com 6 mL de PBS
(400 x g, 5 min), sendo 15% separado para leitura do grupo sem selecéo. O restante
foi ressuspendido em 80 pL de tampéo de lavagem (PBS suplementado com 0,5%
soroalbumina bovina e 2 mM de EDTA), com mais 20 pL de microbeads anti-PE
(Miltenyi Biotec), sendo incubado por 15 min a 4 °C. ApGs a incubacao, as células
foram lavadas adicionando-se 2 mL do tampé&o de lavagem e centrifugando a 400 x g,
4 °C, por 5 min. Entéo, as células foram ressuspendidas em 500 pyL de tampéo de
lavagem e colocadas na coluna magnética, sendo recuperadas a fracdo eluida e a
fracdo enriquecida. As células foram, entao, fixadas com PBS + 0,5% de formaldeido,
e lidas entre 1 e 24 h apoOs a fixacdo. Imediatamente antes da leitura, foram
adicionadas 10 pL de 123count™ eBeads (Thermo Fisher Scientific) para
quantificacdo das células positivas para o tetramero. Foi adquirido o maximo de
eventos possiveis em todos 0s tubos.

A analise foi feita delimitando, consecutivamente, as células Unicas (singlets),
positivas para CD3, células vivas, com tamanho e granulosidade caracteristicos de
linfécitos T e positivas para CD8, sendo feito um dltimo gate nas células positivas para
o tetramero, utilizando-se o FMO (Figura 11A). A andlise de CD45RA por CCR7
também foi feita delimitando-se os quadrantes por meio da utilizacdo de FMO para

essas moléculas. As esferas de contagem foram determinadas por meio da
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delimitacao dos eventos em FITC x PerCP seguido dos eventos em PE x FSC (Figura
11B).

Figura 11 — Estratégia de anadlise de linfocitos T marcados com tetramero. (A) Sele¢do de singlets,
células positivas para CD3, células vivas (negativas para Live/Dead), com tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) de linfécitos T, positivas para CD8. A delimitacdo dos eventos positivos para o
tetramero foi feita utilizando o tubo de FMO (“fluorescence minus one”). (B) Selecdo das esferas de
contagem por meio da delimitagao dos eventos em FITC x PerCP sguido de PE x FSC.
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Para cada tubo, a quantidade total de células CD8 e/ou positivas para o

tetramero foi calculada pela férmula:

(num de células adquiridas) x (num de beads adicionadas ao tubo)

total de células =
mitm totar de cetutas (num de beads adquiridas)

Em seguida, a porcentagem de células positivas para o tetramero foi calculada

pela férmula:

(num de céls Her2 na fracgio eluida) + (num de céls Her2 na fragio enriquecida)

% cels Her2 =
% cels Her (num de céls CD8 na fracio eluida) + (num de céls CD8 na fracgido enriquecida)

3.15 Marcacdao intracelular para analise de citocinas

Os linfocitos T foram incubados com PMA (phorbol-12-miristato-13-acetato; 10
ng/mL), ionomicina (500 ng/mL) e 1 pL de brefeldina (BD GolgiPlug; BD
Biosciences)/mL de meio, 16 h antes do inicio do protocolo de marcagdo. Apos

incubagéo, os linfocitos T foram marcados extracelularmente com Live/Dead (Thermo
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Fisher Scientific). Ap6s marcacéo extracelular, as células foram ressuspendidas em
100 uL de tampéo Perm/Fix (eBiosciences), sendo incubadas por 45 min a 4 °C. Em
seguida, foram adicionados 100 pL de tampdo de lavagem Perm Wash 1x
(eBioscience) por poco, sendo a placa centrifugada a 1500 rpm por 5 min. Apos
retirada do sobrenadante, as células foram bloqueadas com 10 pL de solugdo com
2% de soro fetal bovino em PBS 15 min a temperatura ambiente. Apds incubacéo, os
anticorpos para marcagao intracelular foram adicionados na quantidade padronizada,
em mais 100 pyL de tampao de lavagem. Apdés uma hora de marcacdo, as células
foram centrifugadas com tampéo de lavagem, ressuspendidas em PBS, e lidas
imediatamente no citbmetro de fluxo FACSCanto (BD Biosciences). Como controle da
marcacao foi feito um tubo com isotipo controle (para verificar a eficiéncia do bloqueio)
e para definicdo do limiar de positividade dos marcadores foram feitos um tubo sem a
adicao dos anticorpos especificos para as citocinas, e um grupo marcado com o painel
completo, mas sem ativagcdo com PMA e ionomicina. A estratégia de analise utilizada

para os linfocitos T CD4 pode ser vista na Figura 12.

Figura 12 — Estratégia de andlise de producgdo de citocinas. (A) Selecdo de singlets, com tamanho (FSC)
e granulosidade (SSC) de linfécitos T, células vivas (negativas para Live/Dead), células positivas para
CD3 e CDA4. (B) Exemplos dos graficos de produgdo de citocinas encontrado em uma amostra.
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3.16 Ensaio de citotoxicidade de linfécitos T CD8

Diferentes concentracdes de linfocitos T, obtidos apos expansao, foram
colocados em contato com células tumorais alvo, previamente marcadas com CFSE,
em placas de 96 pocos com fundo em U. A placa foi centrifugada por 10 s a 13000

rpm e mantida em estufa de CO2 a 37 °C por 16h. Apos a incubacéo, as células foram
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marcadas com CD4, CD8 e Live/Dead. A leitura foi feita imediatamente apés a
marcacao, no citbmetro FACSCanto. A analise da citotoxicidade foi feita por meio da
determinacao da porcentagem de células positivas para Live/Dead dentro das células
positivas para CFSE e negativas para CD3 e CD8, excluindo, assim, as células

efetoras da analise. A porcentagem de citotoxicidade foi determinada pela férmula:

% de células alvo mortas — % de morte esponénea) 00
*

% de citotoxicidade = (
’ 100 — % de morte espontanea

sendo que a morte espontanea foi aquela observada na auséncia de células efetoras.
3.17 Ensaio de supresséao de linfoproliferacéo

Linfocitos T CD4 e CD8 foram marcados com CFSE e CTV, respectivamente (ver
3.10), e cocultivados, em diferentes propor¢des de células CD4 e CD8, na presenca
de dynabeads. Apds 72h, os linfécitos ali presentes foram marcados com CD3, CD4,
CD8 e CD25, sendo lidos imediatamente no FACSCanto. A porcentagem de linfécitos
T proliferantes foi, entdo, determinada em cada uma das duas popula¢des utilizando,
para defini-las, tanto a expresséo de CD4 e CD8, quanto a positividade para cada um
dos corantes. Foram consideradas proliferantes, aguelas que sofreram diluicéo de seu
corante e positividade para CD25. Como ensaio piloto, linfécitos T CD8 positivos e
negativos para CD103 foram obtidos por separacédo acoplada a citometria de fluxo e

cocultivadas com linfécitos T CD4 do mesmo individuo.
3.18 Ensaio de expresséao de PD-L1 por células tumorais

A expressédo de PD-L1 por células tumorais foi avaliada apds incubacéao destas
com sobrenadante de linfocitos T CD4 reativos ou ndo para tumores. Para isso, 10.000
linfécitos T (ou 1.000 linfécitos T provenientes de clones de linfcitos T) foram ativados
ou néo por 72 h com dynabeads (1:32) em 200 pL de meio completo em placas de
fundo em U. Apos incubagéo, o sobrenadante foi coletado e usado contra as células
tumorais. Células primarias e células tumorais de linhagem foram plaqueadas na

concentracdo de 2x10% células por poco, em 160 uL de R-10, recebendo 40 uL (20%)
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de sobrenadante de linfécitos T, ou, como controle positivo, 20 ng/mL de IFN-y
recombinante. 48 apds incubacédo, as células foram retiradas com PBS com 2mM

EDTA, marcadas com Live/Dead e anticorpo anti-PD-L1, e lidas no FACSCanto.

3.19 Deplecéao de IFN-y no sobrenadante de cultura de linfécitos T

A citocina IFN-y foi depletada dos sobrenadantes dos linfocitos T CD4 utilizando-
se o kit de ELISA de IFN-y (R&D Systems). Para isto, 0 anticorpo de captura do kit de
ELISA foi diluido 1:180 em PBS. Foram adicionados 50 yL de anticorpo diluido por
poco da placa de 96 pocos high binding estéreis, sendo esta incubada overnight a 4
°C. A placa foi, entéo, lavada 3x com PBS-Tween 0,05%, sendo o excesso de tampéo
retirado entre as lavagens batendo a placa sobre papel toalha. Em seguida, 0s po¢os
foram incubados a temperatura ambiente por 1 h com 300 uL de tampéao de bloqueio
(PBS-BSA 1%). Apos incubacao do bloqueio, foram feitas mais 3 lavagens e 100 uL
de sobrenadante foram colocados por poc¢o, sendo a placa incubada por 2 h a
temperatura ambiente. Apos incubacao, o sobrenadante foi coletado e utilizado nos
ensaios de expressdo de PD-L1. Como controle, anticorpos IgG de isotipo controle foi

utilizado como anticorpo de captura.

3.20 Anéalise estatistica

Todos os resultados foram testados para normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Testes paramétricos foram utilizados apenas quando as amostras
passavam no teste de normalidade (p>0,05, portanto a distribuicdo da amostra néo
era considerada estatisticamente diferente da distribuicdo normal), enquanto
amostras que nao passaram pelo teste de normalidade foram analisadas com testes
nao paramétricos. Para a analise estatistica entre dois grupos foi utilizado o teste T
(paramétrico) ou o Wilcoxon (ndo parameétrico). Para andlise de diferentes grupos foi
utilizado o teste de variancia ANOVA com paos teste de Bonferroni (paramétrico) ou o
teste de Friedman com pdés-teste de Dunn (ndo paramétrico). As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o nivel descritivo foi menor do
que 5%, ou seja, o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<
0,0001) nos resultados analisados. A analise estatistica e os graficos apresentados

foram gerados com auxilio do software GraphPad Prisma versao 5 para Windows.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para fornecer um melhor entendimento do repertério de linfécitos T especificos
para tumores em humanos, avaliamos a frequéncia e funcdo dos linfécitos T reativos
para tumores em diferentes contextos. Primeiramente, a resposta contra antigenos
definidos foi avaliada, sendo utilizados antigenos tumorais de duas classes diferentes:
neoantigenos e antigenos superexpressos. Em seguida, estimou-se a frequéncia total
de linfocitos T reativos para tumores de mama e de glioblastoma multiforme
(considerando todos os antigenos tumorais e abrangendo linfocitos T com diferentes
funcdes), por meio da utilizacdo de lisados tumorais como fonte de antigenos.

Posteriormente, o fendtipo funcional dos linfécitos T tumor-reativos foi
estudado. Primeiramente, avaliou-se a proporcdo de linfocitos T Her2-reativos com
fendtipo naive e memoria, além de sua capacidade de producdo de IFN-y e
citotoxicidade. Linfécitos T CDS8 reativos para tumores de mama tiveram sua
capacidade citotoxica e supressora medida. Ainda, determinamos o perfil de producao
de citocinas da populacéo total de linfécitos T CD4 reativos para os lisados de tumores
de pacientes com cancer de mama ou com glioblastoma multiforme, sendo esta
mesma analise realizada também em clones de linfocitos T reativos para tumores de
mama. Por fim, a possivel fungcdo dos linfécitos T CD4 tumor-reativos foi também
estudada.

4.1 Resposta contra neoantigenos de carcinoma hepatocelular

O processo de carcinogénese € acompanhado de mutacdes capazes de gerar
novas sequéncias peptidicas, dando origem a neoantigenos. Este tipo de antigeno
tumoral é o mais estudado, devido a sua expressdo restrita a células tumorais,
caracteristica que os torna atraentes para 0 uso em estratégias imunoterapéuticas.
Assim, iniciamos os estudos analisando a frequéncia de linfocitos T especificos para

tais neoantigenos, no laboratério da Dr? Federica Sallusto, na Suica.

4.1.1 Triagem de bibliotecas de linfécitos T CD4 com neoantigenos

Estudos sobre a presenca e fendtipo de linfocitos T CD8 especificos para

neoantigenos sao frequentes, mas geralmente se restringem a analise de uma uUnica
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sequéncia peptidica da proteina mutada, por meio da construcdo e marcacdo com
multimeros. Além disso, poucos estudos analisam o repertorio de linfocitos T CD4
especificos para tais antigenos. Visando analisar, de uma maneira mais ampla, a
frequéncia de linfécitos T CD4 especificos para neoantigenos, utilizamos um conjunto
de peptideos restritos pelo MHC de classe Il contendo sequéncias de proteinas
mutadas encontradas em um paciente com carcinoma hepatocelular (MHC Il t-pep),
como fonte de neoantigenos.

A técnica de triagem de bibliotecas de linfocitos T foi utilizada para determinar
a frequéncia de linfocitos T CD4 reativos para 0s neoantigenos, devido a sua
caracteristica de, por meio da analise da proliferacdo dos linfécitos T em resposta a
um antigeno, ser capaz de determinar a especificidade de uma maneira independente
da funcdo do linfécito T (CAMPION et al., 2014). Para montagem das bibliotecas,
linfécitos T com um determinado fenotipo foram purificados por FACS, plaqueados em
uma dada quantidade em pocos de placas de 96 pocos com fundo em U, e expandidos
nao-especificamente utilizando fitohemaglutinina (PHA), IL-2 e PBMC alogeneicas
previamente gama-irradiadas (45 Gy). Uma vez constatado o fim da expansao dos
linfécitos no poco, as células ali presentes, designadas como uma "linhagem de
linfécitos T", foram desafiadas com mondcitos autélogos carregados com o MHC-II t-
pep, e sua proliferacdo foi avaliada por incorporacdo de timidina tritiada. Foram
consideradas positivas, as linhagens de linfocitos T que tiveram valor de cintilancia
maiores que 1.000 cpm e indice de estimulagcdo maior do que 5.

Figura 13 — Triagem de bibliotecas de linfécitos T CD4 naive de doadores saudaveis. Proliferacao
(cpm) e indice de estimulagdo de linfécitos T CD4 naive de dois doadores saudaveis (A) e (B)
estimulados com mondcitos sem antigeno, ou carregados com a vacina de influenza (Influvac), ou com
os peptideos tumorais restritos pelo MHC de classe Il (MHC Il-pep).
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Para avaliar se individuos saudaveis eram capazes de responder contra
neoantigenos tumorais, foram utilizadas bibliotecas de linfécitos T CD4 naive e de
memoria, geradas a partir de sangue de dois doadores saudaveis. Nenhuma das
linhagens das duas bibliotecas de doadores saudaveis interrogados continha clones
de linfécitos T CD4 naive especificos para os peptideos tumorais (Figura 13). O
repertorio de linfocitos T naive € muito diverso, e células T especificas para um dado
antigeno, mesmo este sendo um antigeno presente em patdégenos, aparecem em
baixa frequéncia neste compartimento (JENKINS; MOON, 2012). Sendo assim, a
incapacidade de detectar linhagens de linfocitos T CD4 naive especificos para
neoantigenos quando se rastreiam apenas 400.000 linfocitos T naive (2.000 células T
por poco, em duas placas de 96 poc¢os) ndo € surpreendente. De fato, mesmo quando,
como controle, o desafio foi feito com a vacina da influenza (Influvac), apenas algumas
linhagens de linfécitos T CD4 reagiram. Empregando a distribuicdo de Poisson,
utilizando o numero de linhagens negativas, € possivel calcular a frequéncia de
linfocitos T na populacdo inicial que eram reativos para o antigeno. No caso da
Influvac, esta frequéncia foi de 5 e 11 linfécitos T CD4 naive especificos para Influvac

por milhdo de linfocitos T CD4 naive, nos dois doadores saudaveis.

Figura 14 — Triagem de bibliotecas de linfécitos T CD4 de memodria de doadores saudaveis.
Proliferacdo (cpm) e indice de estimulacdo de linfécitos T CD4 de memoéria de dois doadores saudaveis
(A) e (B) estimulados com mondcitos sem antigeno, ou carregados com a vacina de influenza (Influvac),
ou com os peptideos tumorais restritos pelo MHC de classe Il (MHC ll-pep).
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Por outro lado, quando linfocitos T CD4 de memoria constituiram a populagéo
inicial, encontramos, em um dos dois doadores saudaveis, linhagens de linfocitos T
reativas para os neoantigenos tumorais (Figura 17), numa frequéncia de 5 linfocitos T

CD4 de memoria por milhdo. Ja se sabe que podem ser encontrados, no sangue de
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doadores saudaveis, linfocitos T CD8 especificos para neoantigenos de pacientes
com cancer, e que, intrigantemente, alguns destes clones de linfocitos T isolados de
doadores saudaveis também séo capazes de reconhecer o tumor do doente onde o
neoantigeno foi identificado, de forma especifica (STRONEN et al., 2016).

Em nosso estudo, os linfocitos T CD4 especificos para peptideos tumorais
encontrados no doador saudavel estavam no compartimento de memdéria. No entanto,
este resultado tem de ser cuidadosamente interpretado: a compatibilidade entre o HLA
dos dadores saudaveis e do paciente ndo € conhecida, e os peptideos foram
desenhados de modo a se ligar nas moléculas de MHC do doente. Logo, estes
linfécitos T poderiam ter reatividade cruzada com um antigeno de algum agente
infeccioso, explicando, assim, serem encontrados no compartimento da memoria.
Todavia, outra possivel, porém dificil de provar, explicagdo para este fendémeno,
embasada na teoria da vigilancia imunoldgica, seria que a mesma mutacdo do
paciente poderia ter ocorrido em células dos dadores saudaveis, mas seu sistema
imunoldgico teria sido capaz de eliminar as células mutadas, impedindo-o de
desenvolver cancer, e gerando uma resposta de memdéria ao antigeno mutado. Este
assunto sera abordado novamente com maior profundidade mais adiante, durante as
analises de linfocitos T especificos para lisados de cancer de mama.

Em seguida, realizamos a triagem de bibliotecas geradas com linfécitos T do
mesmo individuo com carcinoma hepatocelular a partir do qual foram obtidos os
neoantigenos. Duas bibliotecas, uma de linfécitos T CD4 de memdria do sangue —
gerada a partir de 1.000 linfocitos T por poco — e outra contendo células T CD4 de
memoria de tecido tumoral e ndo tumoral do doente — geradas a partir de 200 linfécitos
T por poco — foram descongeladas e desafiadas com diferentes antigenos
apresentados por linfécitos B expandidos. Nenhuma linhagem de linfécitos T das
bibliotecas de tecidos foi positiva para qualquer um dos antigenos testados (dados
nao mostrados). Uma vez que menos de 10.000 linfécitos T intra-tumorais foram
utilizados, apenas linfocitos T altamente frequentes poderiam ter sido detectados.
Assim, podemos concluir que ou a frequéncia de linfocitos T especificos para
neoantigenos nao era elevada no tecido tumoral, ou os linfécitos T reativos néo foram
capazes de proliferar nas condigbes do ensaio. No sangue do paciente, ndo foram
encontrados linfécito T reativos para Salmonella typhimurium (dados néo
apresentados) e apenas uma linhagem foi reativa para Influvac (Figura 15). O uso de

linfécitos B para realizar a triagem pode ter contribuido para esta baixa reatividade,
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uma vez que estas células sdo APC inferiores a mondcitos e DC (APENDICE A).
Porém, mesmo utilizando linfécitos B como APC, a frequéncia de linfocitos T reativos
para Influvac foi maior em um doador saudavel quando comparado com o doente (107
versus 10 linfocitos T CD4 de memoria especificos para Influvac por milhdo). Esta
discrepancia entre controle e paciente pode ser explicada pelos defeitos sistémicos
aos quais o sistema imune dos individuos com céancer pode estar sujeito. Assim,
devido a atividade imunosupressora dos tumores, os resultados encontrados na
biblioteca do paciente poderiam estar subestimando o numero de linfécitos T

especificos para cada antigeno.

Figura 15 — Anadlise da biblioteca de linfocitos T CD4 sanguineos de um paciente com carcinoma
hepatocelular. Proliferacdo (cpm) e indice de estimulagdo de linfécitos T CD4 de memdria sanguineos
de um paciente com cancer estimulados com linfdcitos B sem antigenos exdgenos, ou carregados com
vacina de influenza (Influvac) ou, ainda, peptideos tumorais (MHC Il t-pep).
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Mesmo com estas limitacBes técnicas, ainda fomos capazes de encontrar
linfécitos T CD4 de memdria especificos para neoantigenos no sangue do paciente,
com uma frequéncia calculada de 21 linfocitos T especificos por milh&o, portanto,
superior a observada no doador saudavel. Linfécitos T CD8 especificos para proteinas
mutadas ja foram encontrados no sangue de individuos com cancer utilizando
diferentes técnicas (COHEN et al., 2015; GROS et al., 2016). Cohen e coautores
utilizaram a marcacao com tetramero especifico, e descobriram que, para a maioria
dos antigenos testados, esta era indistinguivel do background de marcacéo
inespecifica obtido com o painel. Porém, quando isolados e expandidos, os linfécitos
T considerados positivos para a marcacdo com o tetramero tumoral eram capazes de
responder especificamente ao neoantigeno tumoral, mostrando que linfocitos T CD8

especificos para neoantigenos podiam ser encontrados em frequéncia muito baixa no
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sangue de pacientes (COHEN et al., 2015). Gros e coautores também encontraram
raros linfécitos T CD8 especificos para neoantigenos no sangue de individuos com
melanoma, utilizando a expressédo de PD-1 como forma de enriquecer as células T
especificas para o tumor (GROS et al., 2016). Ambos os artigos, no entanto, se
concentraram em linfocitos T CD8. Relatos sobre linfécitos T CD4 especificos para
neoantigenos no sangue de pacientes com cancer sdo escassos. Os resultados aqui
apresentados, portanto, sdo importantes por demonstrarem a presenca de linfécitos T
CD4 especificos para antigenos mutados no sangue de individuos saudaveis e no de
individuos com cancer. A importancia real destas células CD4 para a resposta imune
antitumoral ndo tem sido suficientemente considerada ou debatida, embora um
namero crescente de relatos mostre que os linfécitos T CD4 podem desempenhar um
importante papel, independente do CD8, no controle do cancer (DOBRZANSKI, 2013;
GERLONI; ZANETTI, 2005; HAABETH et al., 2014).

4.1.2 Estimulacdo ex vivo de linfécitos T CD4 e CD8 com neoantigenos

A abordagem de bibliotecas de linfocitos T, apesar de ser muito util, tem uma
limitacdo quanto ao numero de linfocitos T que podem ser rastreados. Embora se
possa fazer um nimero muito grande de linhagens de linfocitos T, o numero de APC
necessarias para fazer a triagem de todas estas linhagens seria maior do que o que
poderiamos obter, mesmo utilizando o método de expansao de linfécitos B. Uma vez
gue os linfécitos T especificos para o tumor séo raros, pode ser muito dificil identificar
estas células no contexto das bibliotecas. Além disso, devido ao possivel estado de
exaustdo dos linfécitos T de pacientes com cancer, a expansado necessaria para gerar
a biblioteca pode gerar a morte destas células (dados ndo mostrados). Assim,
desenvolvemos um novo método a partir do conceito de triagem de bibliotecas de
linfécitos T, de modo a adaptar a metodologia para o contexto tumoral. Para isto, ao
invés de dividir alguns linfocitos T por poco e expandi-los para gerar as bibliotecas,
estimulamos diretamente ex vivo todos os linfocitos T na amostra, a uma concentracéo
de 50.000 linfécitos T por poco, e avaliamos cada pogo individualmente quanto a
proliferacéo celular por meio de diluicdo do CFSE. Deste modo, todas os linfécitos T
poderiam ser interrogados para 0s antigenos tumorais e sua analise funcional poderia
ser feita por meio do isolamento das células CFSE"" presentes em cada poco.

Também, a partir do niumero de pocos que ndo mostraram reacao ao antigeno, seria
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possivel calcular a frequéncia de linfocitos T especificos para o antigeno, da mesma

forma que se faz nas bibliotecas.

Figura 16 — Estimulacdao ex vivo de linfécitos T CD4 com peptideos tumorais. (A) Graficos
representativos mostrando a frequéncia de linfécitos T que mostram a diluicdo de CFSE apds a
cocultura de linfécitos T CD4 naive e de memdria com mondcitos carregados com S. typhimurium ou
MHC Il t-pep. (B) Grafico da porcentagem de células com diluicdo de CFSE obtida em cada poco da
estimulacdo ex vivo de linfécitos T CD4 naive. (C) Grafico da porcentagem de células com dilui¢do de
CFSE obtida em cada poco da estimulagdo ex vivo de linfécitos T de memdria total.
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Evidentemente, esta técnica para determinar a frequéncia de linfécitos T
reativos contra antigenos s6 deve funcionar para agueles contra os quais a frequéncia
seja baixa, uma vez que, se esta for alta, todos os pocos plagueados (com um alto
namero de linfocitos T) conteriam pelo menos uma célula especifica para o antigeno,
como aconteceu com a Salmonella typhimurium (Figura 16), impedindo a analise da
frequéncia de precursores (que depende do niumero de po¢os ndo reativos para o

antigeno). E importante notar que um inconveniente desta técnica é a de que apenas
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um antigeno pode ser utilizado por poc¢o, ao contrario da biblioteca, onde, apos a
expansao inicial, se podem utilizar tantos antigenos quanto desejado para se fazer a
analise de um mesmo poco.

Utilizando esta técnica, fomos capazes de encontrar linfocitos T CD4 naive e
de memoria que proliferaram em resposta aos neoantigenos (Figura 16). A se notar,
0S "poc¢os positivos" mostraram apenas uma pequena frequéncia de linfécitos T
proliferantes, o que € compreensivel, uma vez que se espera que cada po¢co nao

contenha mais do que um anico linfécito T especifico para o antigeno.

A baixa frequéncia das células especificas para antigenos tumorais
dificulta a discriminacdo entre pocos positivos e negativos, uma vez que a
proliferagéo de fundo pode facilmente ser mal interpretada como proliferacéo de
linfocitos T especificos para o antigeno. Portanto, para facilitar esta
discriminacdo, nos experimentos que se seguiram com a analise de linfécitos T
especificos para Her2 e para lisados, multiplos pocos de linfocitos T foram
estimulados com APC sem adicdo de antigenos exdgenos, sendo determinado,
como limiar para positividade, o valor da média + 1,96 * (desvio padrdo) da
porcentagem de células CFSE'°"CD25* encontrada nestes pogos controles.

A frequéncia de linfocitos T CD4 de memoria reativos para neoantigenos
encontrada no doador saudavel utilizando esta técnica (0,81 células por milh&o) foi
menor do que a obtida com a biblioteca de células T (5 células por milhdo). Porém,
linfécitos T naive reativos para neoantigenos foram encontrados (2,15 células por
milh&o), o que nao ocorreu quando se utilizou a bibiloteca. Em teoria, a biblioteca
facilitaria a avaliacdo de linfocitos T naive, uma vez que estes ja teriam se
transformado em memoria pelo processo de geracéo destas bibliotecas, aumentando
a resposta proliferativa destes linfécitos T quando desafiados com o antigeno para o
qual sdo especificos. Ainda assim, o método de estimulacdo ex vivo mostrou-se mais
sensivel para linfécitos T naive no contexto de tumores, provavelmente devido ao
maior nimero de linfécitos T avaliados (5.400.000), quando comparado com a menor
amostra que é avaliada nas bibliotecas (400.000), conforme previamente discutido.

Um experimento de estimulacdo ex vivo foi feito para também avaliar a

frequéncia de linfocitos T CD8 de memoria reativos para neoantigenos em um doador
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saudavel. Neste caso, conforme indicado por nossos resultados, a adicéo de linfocitos
T CD4 como células feeder mostrou-se necessaria (APENDICE B). Sendo assim,
foram utilizados linfécitos T CD4 alogeneicos irradiados como células feeder. Nestas
condicdes, dois de 25 pocos mostraram positividade para peptideos tumorais restritos
pelo MHC de classe | (MHC | t-pep) (Figura 17), o que gera uma frequéncia calculada
de precursores de 1,66 linfocitos T especificos por milhdo, perto do obtido para
linfécitos T CDA.

Figura 17 — Estimulagao ex vivo de linfocitos T CD8 de memoria com peptideos tumorais. (A) Graficos
representativos mostrando a frequéncia de linfécitos T CD8 de memadria que mostram a diluicao de
CFSE ap0s a cocultura com linfécitos T CD4 alogeneicos e mondcitos carregados com S. typhimurium
ou MHC | t-pep. (B) Grafico da porcentagem de células com diluicdo de CFSE obtida em cada poco da
estimulagdo ex vivo de linfécitos T CD8 de memodria.
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E possivel notar o alto background de proliferacdo observado neste
experimento, que provavelmente foi devido ao uso de linfécitos T CD4 alogeneicos
como células feeder, que podem ter dado origem a antigenos alogeneicos passiveis
de serem apresentados pelas APC, gerando uma proliferacdo alta mesmo na
auséncia do antigeno tumoral. Levando este resultado em consideragéo, 0s proXimos
ensaios de estimulag&o ex vivo com Her2 e lisados tumorais foram realizados sem a
separacdo de linfécitos T CD4 e CD8. Deste modo, a especificidade de ambos
linfocitos poderia ser determinada no mesmo poco, e a utilizacdo de linfocitos T CD4
alogeneicos para determinacdo da reatividade dos linfécitos T CD8 poderia seria

evitada.
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4.2 Frequéncia dos linfocitos T reativos para Her2

Apesar de muito se saber com relacdo a presenca e frequéncia de linfécitos T
especificos para antigenos tumorais mutados (neoantigenos), pouco se sabe sobre o
repertorio de linfécitos T que reconhecem antigenos ndo-mutados, como € o caso do
Her2, uma proteina que se encontra superexpressa em cerca de 30% dos tumores de
mama do tipo ductal invasivo. Estes séo, entéo, classificados como do subtipo Her2,
apresentam comportamento clinico caracteristico e mais agressivo (WITHERBY et al.,
2016). Na verdade, a superexpressao deste gene ndo é exclusiva dos tumores de
mama, ocorrendo em diferentes carcinomas (IQBAL; IQBAL, 2014). Deste modo,
achamos interessante avaliar a frequéncia de linfécitos T especificos para essa
proteina em doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama com diferentes

subtipos.

4.2.1 Marcacao de linfécitos T CD8 com multimeros carregando Her2

Primeiramente, analisamos a frequéncia de linfécitos T CD8 capazes de se ligar
a um tetramero contendo um peptideo do Her2 em doadores saudaveis e individuos
com cancer de mama. O tetramero escolhido para analise foi o “iTAg MHC Tetramer
— HLA-A*0201 Her2/neu Tetramer — KIFGSLAFL - PE”, da empresa MBL
international. Este tetramero foi escolhido, em detrimento dos outros tipos de
multimeros e tetrameros de outras empresas, por conter uma mutacdo na cadeia
constante da molécula de MHC de classe |, de modo a impedir a ligacdo do CD8 ao
tetrdmero, diminuindo os problemas de marcacao inespecifica, muito comuns nesse
tipo de andlise. Este tetramero comercial se encontra carregado com o peptideo
KIFGSLAFL (também conhecido como E75), que é o peptideo mais estudado da
molécula Her2/neu, havendo, inclusive, ensaios clinicos utilizando tal peptideo
(MITTENDORF et al., 2008).

Em um ensaio piloto com o produto de uma amostra obtida de camara de
leucorreducéo, fomos capazes de observar, no microscopio de fluorescéncia, células
positivas para o tetramero, com marcacao de membrana, conforme esperado (Figura
18A). Devido a baixa frequéncia de linfocitos T especificos para antigenos tumorais,
uma etapa de enriquecimento da amostra é sempre indicada para avaliar linfocitos T

especificos para antigenos tumorais na auséncia de um estimulo (LEGOUX; MOON,
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2012). Este enriquecimento é feito utilizando-se esferas magnéticas anti-PE. O PE
(ficoeritrina) € o fluorocromo ao qual o tetramero esta conjugado para permitir que sua
ligagdo com a célula possa ser visualizada por microscopia de fluorescéncia ou
citometria de fluxo. Assim, as células que se ligarem ao tetrdmero podem ser
separadas das demais por sua ligacdo a esferas magnéticas recobertas com
anticorpos contra o PE. Aquelas ligadas ao tetramero ficam retidas em coluna
magnética e essa fracdo, uma vez eluida da coluna, conttm uma populagédo
enriquecida em linfocitos T tetrAmero-especificos.

De fato, na auséncia de enriquecimento, apenas 7 células em 12000 linfécitos
T CD8 foram positivas para o tetramero (Figura 18B). ApoOs selecdo, a porcentagem
de células positivas subiu para quase 4% (Figura 18C). Vale ressaltar que a
capacidade de enriquecimento da coluna, apesar de ser alta e poder enriquecer em
mais de 100 vezes a populacao de interesse, ainda é limitada (LEGOUX; MOON,
2012). Vale notar também que o processo de enriguecimento pode deixar escapar
células positivas para o tetrdmero, tornado importante a leitura no citbmetro das duas
fracOes (células retiras e células ndo-retidas na coluna) obtidas apés a selecéo
(MOON et al., 2009).

Figura 18 — Anadlise por tetramero em amostra de camara de leucorredugao. (A) Fotos de um linfécito
T especifico para o tetramero visualizado por microscopia de fluorescéncia. (B) Grafico da marcagao
de linfocitos T com o tetramero de HLA-A2 com peptideo do Her2. (C) Grafico da marcagdo de linfécitos
T com o tetramero de HLA-A2 com peptideo do Her2 conjugado a PE, apds enriquecimento da amostra
com auxilio de esferas magnéticas anti-PE.
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Vale notar que este tetramero é composto de quatro moléculas de HLA-A*0201,
qgue € um dos alelos de MHC de classe | mais abundantes entre as diferentes etnias,
estando presente, segundo dados de 2014 da REDOME (Registro Nacional de
Doadores de Medula Ossea), em 25% da populacdo de S&o Paulo (GONZALEZ-
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GALARZA et al., 2015). Intrigantemente, um tetramero HLA-A2 ainda é capaz de se
ligar e marcar células de um doador que néo seja positivo para HLA-A2 (TSAI et al.,
2004), um fenbmeno também observado em nossos experimentos, apesar dessa
marcacao ter ocorrido em um menor nimero de células, e com uma menor intensidade
(Figura 19). Provavelmente, estes pacientes que apresentam linfécitos T que séo
capazes de se ligar ao tetramero de HLA-A2 apresentam um alelo de HLA semelhante
ao HLA-A2, e, portanto, seus linfécitos séo capazes de se ligar ao tetramero, mas de
uma maneira mais fraca, conforme mostrado pela menor intensidade de marcagao.
Assim, linfocitos T de doadores negativos para HLA-A2 sdo capazes de se ligar ao
tetramero, mas devido a possibilidade de interacfes alogeneicas, ndo somos capazes
de fazer inferéncias sobre a especificidade de tais linfocitos apenas pela sua
capacidade de se ligar ao tetramero.

Figura 19 — Analise de reatividade com tetrameros em doador positivo e negativo para HLA-A2. (A)
Marcacdo com tetrameros em linfécitos T CD8 de um paciente HLA-A2 positivo. (B) Marcagdo com
tetrameros em linfécitos T CD8 de um paciente HLA-A2 negativo. FMO: células marcadas com o painel
exceto com os tetrameros (fluorescence minus one), usado para determinar o gate de positividade.
Sem selecdo: linfocitos T marcados com o tetramero, mas que ndo passaram pelo processo de selecdo
e enriguecimento. Enriquecido: amostra de linfocitos T que foi enriquecida para reatividade com o
tetramero por sua ligacdo a esferas magnéticas anti-PE. Eluido: linfécitos T que passaram pela coluna
de enriquecimento para reatividade com os tetrameros, mas nao se ligaram a mesma.
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Estes experimentos foram, entdo, utilizados para estabelecer as melhores
condi¢cbes de marcacdo com o tetramero, determinando-se que: (1) apenas amostras
de doadores positivos para HLA-A2 seriam utilizadas nas analises; (2) o
enriguecimento seria feito em todas as amostras de modo a se obter uma populacao
mais expressiva de linfocitos T especificos para Her2 para analise do fenotipo destas
células e; (3) a fracao eluida, assim como os resultados obtidos com a utilizacéo de
esferas de contagem, seriam empregados para determinar a frequéncia real de
linfécitos T especificos (o célculo da frequéncia foi feito utilizando os dados da fragéo
enriguecida e eluida da selecdo, conforme explicado na sessdo de Material e
Métodos).

Figura 20 — Frequéncia e intensidade de fluorescéncia de células positivas para o tetramero em
controles e pacientes. (A) Niumero de linfdcitos T especificos para o tetramero de Her2 em doadores
sauddveis (n=20) e pacientes com cancer de mama (n=20). (B) Niumero de linfdcitos T especificos para
o tetramero de Her2 em doentes com tumores dos subtipos Luminal, Her2 ou Triplo-negativo. (C)
Intensidade relativa de fluorescéncia (RFI) da marcacdo para o tetrdmero nos linfécitos T que sdo
capazes de se ligar ao mesmo em doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama. O RFI foi
calculado subtraindo-se da intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) das células positivas para o
tetramero, o valor de MFI no canal PE obtido no tubo de FMO para o tetramero (e, portanto, ndo
marcado para o tetrdmero).
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Apesar da grande variacdo da frequéncia de linfocitos T especificos para o
tetrAmero, pacientes apresentaram, quando comparados aos controles, uma
frequéncia significativamente maior de linfocitos T especificos para Her2 (Figura 20A,;

frequéncia de linfécitos T Her2-especificos em doadores saudaveis: 490 + 706, n=20,
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versus frequéncia de linfécitos T Her2-especificos em pacientes com cancer de mama:
825 = 1703, n=20; p=0,030). Esta diferenca, aparentemente esperada, torna-se
surpreendente quando os doentes sdo estratificados de acordo com seu subtipo de
tumor (Figura 20B). Intrigantemente, enquanto individuos com tumores do subtipo
Luminal sdo os que apresentam maior quantidade de linfécitos T especificos para
Her2, pacientes com tumores que superexpressam Her2 (portanto, do subtipo Her2)
apresentaram quantidade significativamente menor de linfocitos especificos para o
tetrdmero (frequéncia de linfécitos T Her2-especificos em pacientes com tumores nao-
Her2: 1352 + 1935, n=13, versus frequéncia de linfécitos T Her2-especificos em
pacientes com cancer de mama do subtipo Her2: 529 + 236, n=7; p=0,019). Nao houve
diferencas significativas quanto a intensidade de marcacgéo para o tetramero, que é
uma medida indireta da afinidade desses linfocitos (Figura 20C) (WOOLDRIDGE et
al., 2009).

Um primeiro estudo utilizando dimeros de HLA-A2 carregados com 0 mesmo
peptideo aqui estudado mostrou uma frequéncia de linfécitos T marcados bastante
elevada, de até 8% dos linfocitos T CD8, no sangue de pacientes com cancer de
mama (WOLL et al., 2004). Por outro lado, outro estudo do mesmo grupo, utilizando
0S mesmos dimeros, ja reporta valores mais proximos dos aqui observados, de 2.200
a 7.200 linfocitos T Her2-especificos por milhdo de linfécitos T CD8 (HUEMAN et al.,
2007). Apesar de ndo sermos capazes de explicar tal discrepancia, que nao é
abordada em tais artigos, podemos sugerir algumas possiveis explicacfes para as
diferencas nas porcentagens de linfécitos T Her2-especificos entre estes trabalhos e
0S aqui obtidos. Ao comparar a marcacdo de dimeros com o de tetrdmeros para o
peptideo E75 do Her2, o préprio grupo mostrou que a frequéncia encontrada com os
tetrameros foi menor (WOLL et al., 2004), o que poderia ser devido a maior marcagao
inespecifica que é obtida com os dimeros.

Ainda na mesma linha, o tetrAmero utilizado aqui apresenta uma mutacao na
porcdo constante do HLA-A2, que impede sua ligagdo ao CD8. Isto diminui a
marcacao inespecifica, mas, ao mesmo tempo, restringe a deteccdo apenas aos
clones com maior afinidade de ligacdo com o complexo peptideo-MHC (CHOI et al.,
2003). Isto pode explicar a discrepancia de nosso resultados quando comparado com
um trabalho recente utilizando estreptameros, uma outra formulagédo de multimeros
de MHC (KUZNETSOVA et al., 2019). Neste trabalho, Kuznetsova e colaboradores

mostraram que pacientes com cancer de mama do subtipo Her2 apresentavam uma
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frequéncia significativamente maior de linfocitos T capazes de se ligar aos
estreptameros carregando o peptideo E75 do Her2, quando comparado a individuos
saudaveis. Assim, é possivel que individuos com tumores do subtipo Her2 apresentem
uma expansao de linfocitos T com baixa afinidade a proteina, mas mantenham a
mesma frequéncia observada em doadores saudaveis de linfocitos T com maior
afilidade pelo mesmo peptideo.

E importante ressaltar que a analise com multimeros é restrita a um Gnico
peptideo da molécula Her2, e ndo é, necessariamente, representativa da resposta
completa contra esta proteina. Para avaliar tal resposta, realizamos experimentos

utilizando a proteina recombinante Her2, em protocolos de estimulagéo ex vivo.

4.2.2 Estimulacdo ex vivo de linfécitos T CD4 e CD8 com Her2 recombinante

Visando avaliar a frequéncia total de linfocitos T CD4 e CD8 capazes de
reconhecer a molécula Her2, utilizamos o protocolo de estimulacdo ex vivo delineado
de maneira semelhante ao explicado nos experimentos com neoantigenos. Para isto,
linfécitos T de doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama foram
desafiados com DC carregadas com a proteina recombinante Her2. Células
dendriticas foram utilizadas como APC devido a sua capacidade superiora de ativar
linfécitos T (APENDICE A). A proliferacdo foi avaliada pela diluicdo do CFSE e
expressao de CD25, sendo considerados positivos, 0S po¢os com porcentagem de
linfécitos T CFSE'*“CD25* maior do que a média mais 1,96 vezes o desvio padréo da
porcentagem de linfécitos T CFSEYYCD25* encontrada nos pogos estimulados com
DC nao carregada com nenhum antigeno. Deste modo, um intervalo de confianca de
95% pode ser construido, considerando-se que a proliferacdo basal nas amostras
segue uma distribuicdo normal. Em seguida, a frequéncia de linfécitos T especificos
(células/milhdo) foi determinada utilizando-se o numero de pogos negativos e a
distribuicdo de Poisson.

A frequéncia calculada de linfécitos T reativos para Her2 foi bem menor neste
ensaio do que a obtida com a marcagédo por tetrameros (frequéncia de linfocitos T CD8
especificos para tetramero em pacientes: 1443 + 1703, n=20, versus frequéncia de
linfécitos T CD8 Her2-reativos em pacientes: 28,2 + 62,3, n=14; p<0,0001). Este
resultado pode parecer surpreendente, dado que a frequéncia de linfécitos T reativos

para varios epitopos do mesmo antigeno foi inferior a calculada utilizando um dnico
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epitopo, mas pode ser decorrente das diferencas essenciais entre os dois métodos. A
analise por tetrameros releva apenas quais linfocitos T sdo capazes de se ligar, com
estabilidade, ao complexo formado pelo peptideo com a molécula de MHC, enquanto
que a andlise ex vivo permite determinar quais linfocitos T s@o capazes de proliferar
em resposta ao antigeno. Esta interpretacéo, aliada aos resultados que obtivemos,
indica que a maioria dos linfécitos T que se ligam ao tetramero carregado com um
peptideo de Her2 néo é capaz de proliferar quando desafiada com APC carregadas
com este mesmo antigeno. De fato, isto € coerente com a observacéo de que apenas
uma fracdo dos linfocitos T capazes de se ligar a um pentamero especifico para
melan-A, um antigeno presente em melandcitos e células tumorais de melanoma,
foram capazes de proliferar quando desafiados com o mesmo peptideo contido no
pentdmero, no contexto das bibliotecas de linfécitos T (GEIGER et al., 2009). Fatores
como a afinidade do linfocito T pelo antigeno e o tempo de interacdo entre estas
células e APC, correlacionados com a avidez antigénica, estdo diretamente
relacionados a capacidade proliferativa dos linfécitos T (ROTHOEFT et al., 2006).
Apesar da marcagdo com os tetrAmeros se dever a interagdo direta destes com o
TCR, a frequéncia de células marcadas costuma ser superior a encontrada com
ensaios funcionais de proliferacdo ou ELISPOT (WEDER et al., 2012). Sendo assim,
estudos de ligacdo com multimeros podem superestimar a frequéncia de células T
capazes de exercer uma funcdo efetora frente a um dado antigeno, o que reforca a
necessidade do uso de ensaios alternativos para o estudo de linfocitos T especificos.
De qualquer modo, a frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 especificos para
Her2 em doadores saudaveis foi, de modo geral, mais homogénea e menor do que a
encontrada nos pacientes com cancer de mama (Figura 21). J4 foi mostrado que a
presenca de linfocitos T Her2-especificos medido por multimeros no sangue de
individuos com cancer de mama se correlaciona com a presenca de atividade
citotdxica, proliferagdo e producdo de IFN-y por linfécitos T de maneira antigeno-
especifica (WOLL et al., 2004). Porém, a literatura carece de estudos que facam uma
comparacao direta entre a frequéncia de linfocitos T especificos obtida por diferentes
técnicas.
Ensaios de ELISPOT mostraram que apenas linfocitos T provenientes do sangue
de pacientes com céancer de mama do subtipo Her2 foram capazes de superar a
frequéncia de 12 linfocitos T reativos para o peptideo E75 por milh&o
(SOTIROPOULOU et al., 2003). Ao contrario deste estudo e do que observamos com



71

0 uso de tetrameros, a frequéncia de linfocitos T CD8 reativos para Her2 entre doentes
com tumores com ou sem superexpessao deste marcador foi parecida quando, aqui,
se utilizou o ensaio de estimulagdo ex vivo. Por outro lado, a frequéncia que foi
relatada usando o ELISPOT para interferon-gama (SOTIROPOULOU et al., 2003) foi
parecida com a que encontramos usando 0 nosso ensaio de proliferacdo. Por outro
lado, encontramos uma frequéncia de linfocitos T CD4 reativos para Her2 maior em
individuos com tumores do subtipo Her2, embora ndo estatisticamente significativa.
Intrigantemente, a relagdo entre linfécitos T CD4 e CD8 parece se inverter nos
pacientes com tumores Her2: enquanto todos os controles e individuos com tumores
de mama sem superexpressdo de Her2 apresentaram uma frequéncia maior de
linfécitos T CD8 do que de linfécitos T CD4 reativos para Her2, trés dos quatro
pacientes com tumores Her2 analisados apresentaram uma frequéncia maior de

linfécitos T CD4, e nao de linfécitos T CD8, reativos para Her2.

Figura 21 — Estimulagao ex vivo de linfocitos T com a proteina recombinante Her2. Linfécitos T foram
estimulados com DC carregadas com a proteina recombinante Her2, em pocos independentes, que
apos 5 dias foram avaliados por citometria quanto a presenca de células com diluicdo de CFSE e
expressao de CD25. A frequéncia de linfdcitos T reativos foi entdo calculada utilizando a distribuigdo
de Poisson e o niumero de pogos considerados ndo reativos para o antigeno. (A) Frequéncia de
linfécitos T CD4 e CD8 especificos para Her2 sangue de doadores saudaveis (n=4). (B) Frequéncia de
linfécitos T CD4 e CD8 especificos para Her2 sangue de pacientes com cancer de mama sem
superexpressdo de Her2 (n=5). (C) Frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 especificos para Her2 no
sangue de pacientes com cancer de mama do subtipo Her2 (n=4). O eixo Y mostra o nimero de
linfécitos T CD4 ou CD8 reativos para Her2 por milhdo de células T CD4 ou CD8, respectivamente. Cada
simbolo representa um doador diferente.
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4.3 Frequéncia de linfécitos T reativos para tumores de mama

Apesar da analise da presenca de linfécitos T capazes de reconhecer certos
antigenos tumorais ser possivel por meio da marcacdo com tetrameros, uma
avaliacdo mais ampla da frequéncia de linfocitos T capazes de reagir contra um
determinado tumor necessita da utilizacdo de técnicas mais “antigeno-abrangentes”.
Estes métodos geralmente consistem na avaliacao da citotoxicidade especifica ou da
producéo de citocinas (como a técnica de ELISPOT para IFN-y) como indicativos da
especificidade dos linfocitos T. Apesar de validos, especialmente para o
compartimento de linfocitos T CD8, estas estratégias restringem a avaliacdo para
células com um determinado fenétipo, como a expressao de uma citocina, ou funcéo,
como a capacidade de eliminar células tumorais. Assim, visando estimar mais
amplamente a frequéncia de linfocitos T reativos para um determinado tumor,
independentemente de uma funcao especifica destas células, utilizamos o ensaio de
estimulacdo ex vivo e, como fontes de antigenos, lisados de células tumorais. Os
resultados mostrados nesta sessdo foram recentemente publicados na revista
Oncoimmunology (PINHO et al., 2019).

4.3.1 Comparacao entre lisados de células de linhagens e amostras primarias

Para avaliar a frequéncia de linfécitos T reativos contra antigenos tumorais no
sangue de individuos saudaveis e pacientes com cancer de mama, usamos lisados
de células de trés linhagens celulares modelo de diferentes subtipos de cancer de
mama: MCF-7, uma linhagem celular de cancer de mama luminal; SK-BR-3, uma
linhagem celular de cancer de mama com superexpressao de Her2; e MDA-MB-231,
uma linhagem celular de cancer da mama triplo-negativo. Os lisados destas linhagens
celulares podem ser facilmente gerados e armazenados e, se as frequéncias de
linfécitos T reativas para tumor encontradas com seu uso fossem comparaveis
aguelas encontradas em amostras de pacientes, isso eliminaria a necessidade de
obtencdo de amostras tumorais dos doentes para esta analise.

Fomos capazes de encontrar linfécitos T CD4 e CD8 reativos para pelo menos
uma das trés linhagens celulares no sangue de todos os doadores saudaveis
estudados (Figura 22). A frequéncia de linfécitos T reativos para as linhagens no

sangue de individuos com cancer de mama do subtipo luminal foi semelhante a
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encontrada em dadores saudaveis. Inesperadamente, os pacientes portadores de
tumores do subtipo Her2 foram os que apresentaram a maior frequéncia de linfécitos
T reativos para as linhagens de células tumorais, enquanto os individuos com cancer
de mama triplo-negativo apresentaram as frequéncias mais baixas. Em metade dos
pacientes com tumores luminais, ndo fomos capazes de detectar linfocitos T CD8
reativos para o MCF-7, a linhagem celular descrita como tendo o mesmo subtipo do
tumor do doente. Curiosamente, ndo houve diferenca entre a frequéncia de linfécitos
T reativos para a linhagem celular correspondente ao mesmo subtipo do tumor dos
pacientes e as outras linhagens celulares. Em geral, individuos saudaveis e doentes
com cancer da mama apresentaram, no sague, tendéncia a ter frequéncias de
linfocitos T CD8 maior do que a frequéncia de linfocitos T CD4 tumor-reativos. No
entanto, essa maior frequéncia de linfocitos T CD8 foi estatisticamente significativa
apenas para pacientes com tumores luminais desafiados com a linhagem celular de
tumor triplo-negativo (Figura 22C).

NGs também desafiamos os linfocitos T (de doadores saudaveis e de pacientes)
com DC autdlogas carregadas com lisados ex vivo de tumores obtidos de diferentes
amostras de cancer de mama. Individuos saudaveis mostraram frequéncias de
linfécitos T tumor-reativos, quando desafiados com lisados tumorais obtidos a partir
de amostras ex vivo, semelhantes as obtidos contra lisados de linhagens celulares
(Figura 23A). Curiosamente, individuos com cancer de mama luminal, quando
desafiados com lisados provenientes de amostras ex vivo de diferentes pacientes,
pareciam ter mais linfocitos T CD8 tumor-reativos, do que contra as linhagens
celulares (Figura 23B). A mesma tendéncia de observar maiores frequéncias de
células T tumor-reativas quando os antigenos para o desafio foram obtidos de
amostras ex vivo estava presente em individuos com tumores do subtipo Her2 (Figura
23C), mas, neste caso, a tendéncia também ocorreu para linfocito T CDA4.

Assim, comparando as frequéncias de linfocitos T tumor-reativos encontradas
usando linhagens celulares — que poderiam ser uma boa fonte de antigenos tumorais
— com amostras de tumores ex vivo obtidas de doentes com cancer de mama,
encontramos diferencas significativas. Este fendbmeno pode apontar para diferengas
essenciais entre linhagens celulares e tumores in vivo, uma vez que as células
tumorais frescas parecem compartilhar mais vias umas com as outras do que elas
compartilham com linhagens de células tumorais (ERTEL et al., 2006). Embora esses

dados ndo sejam definitivos, eles indicam que, quando se pretende estudar o
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repertorio imunoldgico de um paciente, sem ter uma amostra de tumor autélogo para
isso, seria melhor usar outra amostra ex vivo ao invés de usar linhagens de células

tumorais como fonte de antigenos tumorais.

Figura 22 — Frequéncia de linfocitos T tumores-reativos contra linhagens celulares no sangue de
doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama. (A) Frequéncia de linfécitos T reativos para
MCF-7 no sangue de doadores saudaveis (n=5), pacientes com cancer de mama do subtipo luminal
(n=8), Her2 (n=4) ou triplo negativo (n=2). (B) Frequéncia de linfécitos T reativos para SK-BR-3 no
sangue de doadores saudaveis (n = 9), pacientes com cancer de mama do subtipo luminal (n=7), Her2
(n=4) ou triplo negativo (n=2). (C) Frequéncia de linfécitos T reativos para MDA-MB-231 no sangue de
doadores saudaveis (n = 6), pacientes com cancer de mama do subtipo luminal (n=7), Her2 (n=4) ou
triplo negativo (n=2). O eixo Y mostra o numero de linfocitos T CD4 ou CD8 reativos para os lisados por
milhdo de células T CD4 ou CDS8, respectivamente. O valor p é apresentado apenas em graficos onde
foi encontrada uma diferenca significativa. Cada simbolo representa um doador diferente.
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Figura 23 — Frequéncia de linfocitos T reativos a lisados de amostras de tumores ex vivo, no sangue
de doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama. Os individuos foram testados contra
multiplas amostras de tumores ex vivo escolhidas aleatoriamente, exceto para pacientes triplo-
negativos que foram desafiados apenas com o lisado de seus préprios tumores. Os simbolos
representam o subtipo das células tumorais utilizadas para gerar o lisado do desafio (circulo = luminal;
tridangulo = Her2; quadrado = triplo negativo). (A) Frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue
de dadores sauddveis capazes de reagir contra lisados de tumores ex vivo do subtipo luminal (n=9),
Her2 (n=6) ou triplo negativo (n=5). (B) Frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue de
pacientes com cancer de mama luminal capazes de reagir contra lisados de tumores ex vivo (n=15).
(C) Frequéncia de linfécitos T tumor-rectivos no sangue de pacientes com cancer de mama Her2
capazes de reagir contra lisados de tumores ex vivo (n=9). (D) Frequéncia de linfdcitos T tumor-reativos
no sangue de pacientes com cancer de mama triplo-negativo capazes de reagir contra lisados de
tumores ex vivo (n=3). O eixo Y mostra o nimero de linfécitos T CD4 ou CD8 reativos por milhdo de
células T CD4 ou CD8, respectivamente. O valor p é mostrado apenas onde foi encontrada uma
diferenga significativa.
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Curiosamente, os individuos com cancer de mama luminal apresentaram
frequéncias significativamente mais altas de linfocitos T CD8 reativas para tumores ex
vivo do que linfécitos T CD4 tumor-reativos (Figura 23B). Este predominio de linfécitos
T CD8 reativos para os tumores ex vivo ndo foi claramente observado em individuos
saudaveis nem em pacientes portadores dos outros subtipos de cancer de mama, que

parecem ter frequéncias equivalentes de linfocitos T CD4 e CD8 tumor-reativos.
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De modo geral, os pacientes com cancer parecem ter maior frequéncia de
linfocitos T reativos para os tumores ex vivo no sangue do que os doadores saudaveis,
exceto para os doentes com tumores triplo-negativo (Figura 23D). Pacientes com
cancer de mama luminal apresentaram uma forte tendéncia de ter mais linfécitos T
CDS8 reativos para os lisados tumorais ex vivo do que doadores saudaveis (frequéncia
de linfécitos T CD8 reativos ao tumor ex vivo em doadores saudaveis: 25,3 + 36,4,
n=20, versus frequéncia de linfocitos T CD8 reativos ao tumor ex vivo em pacientes
com cancer de mama luminal: 103,0 £ 196,1, n=14; p=0,077). Esta tendéncia foi mais
fraca, mas presente, para os linfocitos T CD4 e CD8 de individuos portadores de tumor
do subtipo Her2, onde alguns destes tiveram uma frequéncia de linfocitos T reativos
para os lisados ex vivo de tumores Her2 de pelo menos duas vezes mais do que as

encontradas em doadores saudaveis com o mesmo tipo de lisado.

4.3.2 Linfécitos T de memoria reativos para tumores em doadores saudaveis

A presenca de linfocitos T tumor-reativos em doadores saudaveis é esperada,
uma vez que o repertério do TCR é gerado antes e independentemente da exposi¢ao
ao antigeno. No entanto, na auséncia de exposicdo prévia ao tumor, estes linfécitos T
deveriam estar no compartimento de células naive. Para abordar esta questao,
avaliamos se os linfécitos T reativos para tumores de mama encontrados no sangue
de doadores saudaveis eram linfécitos T naive ou de memoria. Para isso, linfocitos T
CD3* foram isolados por separacéo celular acoplada a citometria de fluxo (FACS) em
células CD45RA*CCR7*, correspondendo a populacdo naive, e nas demais,
compreendendo todas as subpopula¢bes de linfocitos T de memdria. Ambos os
linfécitos T naive e de memodria foram independentemente cocultivados com DC
autdlogas carregadas com lisados de células das linhagens tumorais.

Linfécitos T naive reativos para SK-BR-3 foram encontrados em todos os
doadores, dentre os linfocitos T CD4, mas apenas em alguns, dentre os linfécitos T
CD8 (Figura 24A). No entanto, no compartimento de memoria, linfocitos T CD4 e CD8
tumor-reativos foram encontrados no sangue de todos os individuos testados, contra
pelo menos uma das trés linhagens celulares tumorais utilizadas (Figura 24B). Assim,
embora possa ser inesperado, individuos saudaveis apresentaram linfocitos T de
memoria tumor-reativos. Em contraste, na literatura, nenhuma célula T de memoaria

para CMV foi encontrada, usando métodos de andlise semelhantes, em doadores
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soronegativos para CMV (GEIGER et al., 2009), o que aumenta a possibilidade de
nosso achado representar, de fato, a presenca de células de memdria tumor-
especificas nestes individuos. Também € importante notar que, embora na maioria
dos experimentos, lisados alogénicos tenham sido utilizados, a proliferacao observada
nao foi devido a um efeito alogeneico, uma vez que a frequéncia de linfocitos T
reativos para lisados obtidos de PBMC alogeneicas foi muito baixa (Figura 25). Isso,
mais uma vez, reforca a hipotese de que a proliferacdo observada foi devida a
presenca de linfocitos T especificos para antigenos associados a tumores presentes
nos lisados de células tumorais, mas ausentes em PBMC normais. Vale lembrar que
também foram encontrados, durante o estadgio de pesquisa realizado na Suica,
linfécitos T de memdria especificos para neoantigenos nos doadores saudaveis
testados (ver 4.1.1).

Figura 24 - Frequéncia de linfdcitos T naive e de memadria tumor-reativos no sangue de doadores
saudaveis. (A) Numero de linfécitos T naive reativos para a linhagem tumoral SK-BR-3 por milhdo de
células T naive; (B) Numero de linfécitos T de memaria tumor-reativos contra trés linhagens celulares
tumorais diferentes por milhdo de células T de memdria. Os dados foram obtidos de (A) e (B)
correspondem ao mesmo conjunto de doadores (n = 4), cada um plotado com um simbolo diferente.
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Fonte: PINHO et al. 2019.

A presenca de linfocitos T de memoria reativos para lisados de linhagens
tumorais em individuos saudaveis pode ser vista como mais uma evidéncia para a
vigilancia imunoldgica contra o cancer. Esta teoria prediz que o sistema imunolégico
estd constantemente pesquisando e eliminando células que se tornam malignas
(EHRLICH, 1909) e, se for verdade, essa eliminagédo deve ser rastreavel, na forma de

células de memoéria, como de fato encontramos, ndo sé reativas para lisados de
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linhagens tumorais, mas também para neoantigenos. Pode-se argumentar que estes
linfocitos T reativos para tumores poderiam ter sido induzidos por reatividade cruzada
com antigenos ndo tumorais e, portanto, ndo tenham relagdo com a vigilancia contra
tumores. Embora ndo possamos descartar essa hipotese, as tentativas de medir a
frequéncia de linfécitos T com reatividade cruzada mostraram que este € um evento
raro (PETROVA; FERRANTE; GORSKI, 2012). Além disso, independentemente do
antigeno indutor, os linfécitos T de memadria podem adquirir a capacidade de migrar
para tecidos ndo-linfoides (ZHANG; LAKKIS, 2015). Portanto, estes linfécitos T de
memoria conferem ao sistema a capacidade de patrulhar todo o corpo e reagir na

presenca de antigenos tumorais.

Figura 25 — Frequéncia de linfdcitos T reativos para lisados controle gerado com células do sangue
(PBMC) de doadores normais. Numero de linfocitos T CD4 e CD8 no sangue de 7 individuos saudaveis
e um paciente que foram reativos para dois lisados controles gerados de PBMC diferentes.
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Fonte: PINHO et al. 2019.

4.3.3 Linfécitos T reativos para o tumor do préprio paciente

Por ultimo, avaliamos, nos individuos com cancer de mama, a presenca e
frequéncia de linfocitos T reativos para o tumor do préprio paciente, tanto no sangue
quanto infiltrando o tumor. Para isso, isolamos linfocitos T infiltrantes dos tumores (T-
TIL), obtendo quantidades semelhantes de T-TIL por miligrama de tumor,
independentemente do subtipo do tumor (Figura 26A). Estes T-TIL foram cocultivados
com DC carregadas com lisados tumorais autélogos e a frequéncia de T-TIL reativos
para o tumor foi calculada e comparada com a frequéncia de linfcitos T tumor-reativos
no sangue do mesmo paciente. Surpreendentemente, nenhuma correlacdo foi
encontrada entre as frequéncias de linfécitos T tumor-reativos encontradas no sangue
e no tumor (Figura 26B).
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Figura 26 — Linfdcitos T reativos ao tumor autélogo de pacientes com cancer de mama no sangue e
infiltrando o tumor do paciente. (A) Numero de linfdcitos T infiltrantes (T-TIL) recuperados por
miligrama de tumor. (B) Correlagdo de linfdcitos T reativos ao tumor autélogo no sangue (Sangue) e
infiltrado no tumor (Tumor) de cada paciente; cada ponto de dados representa uma subpopulacdo de
linfécitos T de um paciente (CD4 e CD8); os tipos tumorais luminal, Her2 e triplo negativo (TN) sdo
discriminados pelos simbolos, como mostrado no grafico. (C) Diferenca entre a frequéncia de linfécitos
T CD4 e CD8 tumor-reativos presentes no tumor (Tumor) e no sangue (Sangue); cada ponto de dados
representa um paciente, independentemente do tipo de tumor (n=12). Frequéncia de linfécitos T
reativos ao tumor autélogo do paciente, no sangue e infiltrando o tumor em (D) individuos com cancer
de mama luminal (n=6), (E) em pacientes com cancer de mama Her2 (n=3) e (F) em doentes com cancer
de mama triplo negativo (n=3). Em (D), (E) e (F), cada simbolo representa um paciente diferente.
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Além disso, a maioria dos pacientes, independentemente de seu subtipo de
tumor, apresentou uma maior frequéncia de linfécitos T CD4 tumor-reativos infiltrando
o tumor do que no sangue, uma diferenca que nao ocorreu para os linfécitos T CD8
tumor-reativos (Figura 26C). De fato, enquanto 11 de 14 pacientes tinham mais
linfécitos T CD8 tumor-reativos do que linfocitos T CD4 no sangue, o inverso (4 de 12)
foi observado entre os T-TIL. Curiosamente, todos os trés individuos que, no sangue,
tinham mais células T CD4 reativas ao tumor do que células T CD8 tumor-reativas
tinham tumores do subtipo Her2. Este predominio de detec¢édo de T CD4 entre os T-
TIL pode estar relacionado a uma maior suscetibilidade das células T CD8 aos fatores
imunossupressores presentes no tumor. De fato, este possivel ambiente
imunossupressor seria coerente com a baixa frequéncia de linfécitos T tumor-reativos
entre os T-TIL. Esta frequéncia nunca foi superior a 300 linfécitos T reativos por
milhdo, uma frequéncia muito baixa, mesmo quando consideramos que, durante um
evento inflamatério, tanto linfocitos T especificos para o antigeno quanto células de
mem©éria ndo relacionadas ao antigeno migram para os tecidos ndo-linfoides (CHEN
et al., 2005). Esta baixa frequéncia encontrada poderia ser explicada, se
considerarmos que tal ambiente pode impedir que linfécitos T especificos proliferem
e, assim, sejam detectados por este ensaio. Ainda assim, ha estudos mostrando que
a frequéncia de linfécitos T antitumorais dentro de melanomas foi maior do que de
linfécitos T antivacinas (LURQUIN et al., 2005).

Apesar de ndo termos comparado a frequéncia de linfocitos T tumor-reativos
com linfécitos T com outra especificidade dentro do tumor, fomos capazes de
comparar a frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue e no tumor,
observando um aumento na frequéncia dentro do tumor. Pacientes portadores de
cancer de mama Iluminal (Figura 26D) apresentaram uma frequéncia
significativamente maior de linfocitos T CD4 reativos para o tumor entre T-TIL, do que
entre linfécitos T CD4 sanguineos (frequéncia de linfécitos CD4 T-TIL reativos para
tumor: 80,4 + 68,8 versus frequéncia de linfocitos T CD4 do sangue reativo para tumor:
18,0 + 32,1; p=0,04; n=6). Este fendbmeno, porém, foi dependente do tipo tumoral, pois
em individuos com tumores do subtipo Her2, esse enriquecimento de células
especificas contra o tumor néo foi observado (Figura 26E). Pacientes portadores de
tumor triplo-negativos parecem ter enriquecimento para as celulas T CD4 e CDS8
tumor-reativas dentro do tumor, quando comparado com o0 sangue, uma diferenca,

porém, que nao foi estatisticamente significativa (Figura 26F).
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Dentre os diferentes subtipos de cancer de mama, o triplo-negativo €
considerado o mais imunogénico, devido a sua maior frequéncia de mutacdes, maior
expressao de antigenos céancer/testiculo (CTA, do inglés, “cancer/testis antigens”) e
maior infiltrado imunolégico (LIU et al., 2018). Inesperadamente, porém, pacientes
com cancer de mama triplo-negativo apresentaram, no sangue, as menores
frequéncias de células T reativas para o tumor. A presenca de linfocitos T tumor-
reativos no sangue, no entanto, pode nao refletir com precisdo o microambiente
tumoral. Nossos dados apontam para essa falta de correlagcéo entre a frequéncia de
linfécitos T reativos para tumor encontrados no sangue e a infiltragcdo do tumor de
doentes com cancer de mama e, enquanto no sangue de pacientes com cancer de
mama triplo-negativo estas células eram menos frequentes, infiltrando o tumor elas
foram detectadas em frequéncias semelhantes as dos individuos com tumores do
subtipo Her2. Assim, embora modelos de camundongos tenham mostrado imunidade
antitumoral sistémica e coordenada apos a imunoterapia (SPITZER et al., 2017),
mostramos aqui que, em humanos, as frequéncias circulantes e locais de linfécitos T
reativos para tumores T podem diferir significativamente (Figura 27). Portanto, os
dados de imunidade antitumoral no sangue devem ser cuidadosamente considerados
antes de serem extrapolados como representativos das condi¢cdes encontradas dentro

do tumor.

Figura 27 — Representag¢do do numero de linfdcitos T reativos para tumores de mama. Esquema do
numero médio de linfécito T reativos para tumores de mama, no sangue de doadores saudaveis e no
sangue e tumor pacientes com cancer de mama dos subtipos Luminal, Her2 e Triplo-negativo. Cada
célula CD4 (verde) ou CD8 (azul) indicada nos circulos representa a presenca de uma célula especifica
por 100.000 linfécitos T CD4 ou CD8, respectivamente.
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4.4 Frequéncia de linfécitos T reativos para glioblastoma multiforme

O glioblastoma multiforme (GBM) é uma neoplasia extremamente agressiva que,
mesmo com 0S recentes avancgos terapéuticos, ainda leva a maioria dos pacientes a
morte, em um curto espaco de tempo apos o diagnostico (FERNANDES et al., 2017).
Em vista desse cenario, nosso laboratorio implementou um estudo clinico de fase Il
para tratamento, com vacina de hibridos de células dendriticas e células tumorais, de
individuos com GBM. Os doentes incluidos neste estudo, ainda em fase inicial, tém
sido monitorados imunologicamente. Assim, fomos capazes de avaliar a frequéncia
de linfécitos T reativos para o tumor do préprio paciente no momento da cirurgia e

durante o tratamento imunoterapéutico.

4.4.1 Frequéncia de linfécitos T reativos para GBM

Linfécitos T do sangue dos individuos com GBM coletado logo antes do
procedimento cirargico para retirada do tumor primario foram isolados e avaliados, por
meio da técnica de estimulacdo ex vivo, quanto a frequéncia de células reativas para
o tumor do préprio paciente. Para isso, DC carregadas com lisados das células
tumorais do préprio doente foram utilizadas para desafiar os linfocitos T. A frequéncia
de linfécitos T especificos para o tumor foi entdo calculada utilizando a distribui¢céo de
Poisson, e 0 nimero de pocos negativos dentre as dez replicatas independentes
analisadas.

Primeiramente, o ensaio foi realizado em doadores saudéaveis, visando avaliar
a frequéncia de linfocitos T GBM-reativos no sangue destes controles. A frequéncia
de linfécitos T CD4 e CD8 reativos para lisados de GBM nos doadores saudaveis foi
bastante baixa, com a maior frequéncia detectada sendo de 11 linfécitos T CD8 GBM-
reativos no sangue de um dos controles (Figura 28A).

Nos 12 pacientes estudados, a frequéncia média de linfocitos T CD4 tumor-
reativos e de linfocitos T CD8 reativos ficou em torno de 10 linfécitos T especificos por
milhdo (Figura 28B). Em trés pacientes, ndo fomos capazes de detectar linfocitos T
tumor-especificos de um dos subtipos — CD4 ou CD8 — no sangue, € em um paciente
nao foi encontrado linfécitos T GBM-reativos de nenhum dos dois subtipos. Esta baixa

frequéncia de linfécitos T tumor-especificos no sangue de individuos com GBM pode
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ser reflexo direto da biologia do tumor, mas também da medicacao a qual os doentes
estdo submetidos no momento da coleta. O GBM apresenta uma evidente capacidade
supressora, que afeta os linfécitos T tanto local quanto sistemicamente
(WORONIECKA et al., 2018), o que pode ter atrapalhado a deteccdo das células
especificas. Além disso, pacientes com GBM séo rotineiramente submetidos a
tratamento com corticosterodides, visando diminuir o edema cerebral causado pela
neoplasia e pelo processo cirurgico (DIETRICH et al., 2011). Os individuos analisados
neste estudo estavam, de fato, utilizando dexametasona, um potente anti-inflamatorio
esteroidal. Além de controlar a inflamacdo, a dexametasona e capaz de agir
diretamente sobre os linfocitos T, por meio da diminuicdo da expressao do complexo
CD3/TCR em sua membrana (MIGLIORATI et al., 1997), por inducdo de aumento da
expressao de PD-1 e por causar apoptose nos linfocitos T ativados (XING et al., 2015).
Assim, € preciso considerar que, além dos efeitos imunossupressores do GBM,
também a dexametasona tenha atrapalhado a deteccao de linfocitos T especificos

pelo nosso ensaio.

Figura 28 — Frequéncia de linfécitos T GBM-reativos no sangue de controles e pacientes. (A)
Frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue de dois dadores saudaveis capazes de reagir
contra lisados de GBM de pacientes (ex vivo) (n=7). (B) Frequéncia de linfécitos T no sangue de
pacientes com glioblastoma multiforme capazes de reagir contra lisados gerados com o tumor
autélogo do paciente (n=12). (C) Diferenca entre a frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 GBM-reativos
presentes no sangue de individuos saudaveis e pacientes com glioblastoma multiforme. Em (A) e (B)
cada simbolo representa um individuo diferente.
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Ao contrario dos pacientes com tumores de mama, os individuos com GBM nao
apresentaram uma frequéncia maior de linfécitos T CD8 do que CD4 tumor-
especificos no sangue. Na verdade, houve uma grande variagédo entre os doentes com

GBM, alguns apresentando uma frequéncia maior de linfécitos T CD4 GBM-
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especificos, outros com uma frequéncia maior de linfécitos T CD8 GBM-especificos,
e ainda outros com uma frequéncia similar dos dois tipos de linfocitos. Na média, os
pacientes apresentaram a mesma frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 tumor-
especificos (Figura 28C).

Tabela 2 - Frequéncia de linfocitos T GBM-reativos no sangue versus infiltrando o tumor de um
paciente. NUmero de linfécitos T CD4 e CD8 reativos para GBM por milhdo de linfécitos T CD4 e CDS,
respectivamente, no sangue de um individuo diagnosticado com glioblastoma multiforme, comparado
com o encontrado dentre os T-TIL.

Linfécitos T CD4 Linfécitos T CDS8
GBM-reativos GBM-reativos
Sangue 2,9 26,6
Tumor 67,4 0

Fomos capazes de analisar, em um individuo portador de GBM, a frequéncia
de linfécitos T tumor-reativos infiltrando o tumor (T-TIL). Assim como nos pacientes
com cancer de mama, a frequéncia de linfocitos T tumor-reativos no sangue deste
doente foi diferente da encontrada dentro do tumor, havendo, se alguma, uma
correlagcdo negativa entre os dois compartimentos (Tabela 4). A relacdo entre a
frequéncia de linfocitos T CD4 e CD8 se inverteu nos dois compartimentos: no sangue
a frequéncia de linfécitos T CD8 tumor-reativos foi superior do que a de linfécitos T
CD4 tumor-reativos, ao contrario do que foi observado no infiltrado tumoral.
Novamente, estes dados confirmam o cuidado que se deve ter na interpretacdo de

dados sanguineos, como representativo do microambiente tumoral.

4.4.2 Evolucdo da frequéncia de linfocitos T reativos para GBM

Ja se sabe que o efeito da retirada do tumor no sistema imune pode ser
bastante relevante, podendo inclusive melhorar o estado supressor das DC derivadas
de mondcitos do sangue de tais pacientes (CLAVIJO-SALOMON et al., 2015). Para
avaliar se a remocao tumoral era capaz de alterar a frequéncia de linfécitos T GBM-
reativos em nossa coorte de pacientes, comparamos a frequéncia obtida logo antes
da cirurgia (Figura 28B), com a frequéncia calculada apdés um més da remocéao

cirirgica do tumor (Figura 29). Os pacientes avaliados ap0s a remocao cirurgica
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apresentaram uma frequéncia meédia de linfécitos T reativos menor do que a obtida
antes da remocao cirargica. A analise dos dois momentos no mesmo paciente so foi
possivel para um dos doentes estudados, e revelou, novamente, que, se existe de fato
algum efeito da cirurgia na frequéncia de linfécitos T especificos, esta € no sentido de

uma reducédo, e ndo um aumento (Tabela 3).

Figura 29 —Frequéncia de linfocitos T GBM-reativos no sangue de pacientes, apds a remogao do
tumor. Frequéncia de linfocitos T capazes de reagir contra lisados autélogos, no sangue de pacientes
um més apos a cirurgia de remocgao do glioblastoma multiforme (n=4).
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Tabela 3 - Frequéncia de linfécitos T GBM-reativos antes e apds cirurgia no sangue de um paciente.
Numero de linfocitos T CD4 e CD8 reativos para GBM por milhdo de linfécitos T CD4 e CDS,
respectivamente, no sangue de um individuo diagnosticado com glioblastoma multiforme, logo antes
do procedimento cirdrgico e um més apds a remogao do tumor.

Linfoécitos T CD4 Linfécitos T CDS8
GBM-reativos GBM-reativos
Pré-cirurgia 58 2,0
Pés-cirurgia 4.9 0

E importante lembrar que ao contrario do que ocorre em outros tumores, 0s
pacientes com GBM recebem altas doses de dexametasona apos a cirurgia, 0 que
pode explicar os resultados aqui obtidos. Um estudo brasileiro mostrou que, por
exemplo, apdés 4 semanas da cirurgia para remog¢ao de tumores gastricos, a propor¢ao
de linfocitos T CD4 e CD8 no sangue destes pacientes ndo se alterava (BARBIERI et
al., 2003). O mesmo estudo indicou, porém, uma tendéncia de menor proliferacdo com
0 mitdbgeno concanavalina A de linfécitos T obtidos apds a cirurgia. Mais intrigante

ainda é o estudo que mostra que a cirurgia pode ser capaz, em camundongos, de
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atenuar a resposta especifica a TAA, mesmo sem que haja a remocao tumoral
(ANANTH et al., 2016). Este relato, que corrobora o que foi observado nos pacientes
com GBM, indica que o estresse cirurgico pode, por si s6, modular negativamente e
de maneira significativa a resposta imune. Neste estudo experimental, também foi
mostrado que a cirurgia abolia o efeito protetivo de uma vacina com o TAA estudado.
Assim, como proximo passo, avaliamos o que ocorria com a frequéncia de linfoécitos T
GBM-reativos apos tratamento imunoterapéutico dos pacientes.

Assim, coletou-se 0 sangue de pacientes que foram submetidos a vacinacao
com hibridos de células dendriticas e células tumorais, apés diferentes doses de
vacinacdo, logo antes do recebimento da dose seguinte, o que ocorreu com 4
semanas de intervalo. Acompanhar a evolucao do repertorio de linfécitos T capazes
de reagir contra o tumor do proprio doente durante tratamento tem uma importancia
Gnica para desvendar a cinética de resposta a vacinacao, além de abrir a possibilidade
de correlacionar esta cinética com a resposta clinica do paciente. Assim, os linfécitos
T obtidos do sangue colhido em diferentes tempos foram desafiados com DC
carregadas com o lisado tumoral do préprio individuo, sendo a frequéncia de linfocitos
T tumor-reativos calculada conforme descrito anteriormente.

Intrigantemente, os dois pacientes avaliados tiveram cinéticas de resposta
diferentes, e respostas clinicas também opostas. A frequéncia de linfécitos T CD8
tumor-reativos no primeiro doente se manteve constante apds a primeira dose de
vacinacao (10,38 células reativas por milhdo antes da cirurgia e 10,41 células reativas
por milhdo 1 més apds a primeira dose da vacina). A frequéncia de linfocitos T CD4
tumor-reativos, porém, se alterou bastante, passando de 16,89 células tumor-reativas
por milhdo antes da cirurgia, para niveis ndo detectaveis (0 células tumor-reativas por
milh&o) apds a primeira dose. Infelizmente, o paciente veio a falecer logo depois de
receber a segunda dose da vacina, impedindo a continuacéo da analise.

Por outro lado, o segundo paciente avaliado, quando do inicio da vacinacéo, se
encontrava em sua terceira cirurgia para remocao do tumor recidivado, e iria entrar
em tratamento paliativo, ndo fosse pela sua inclusdo no protocolo clinico de
vacinagdo. Antes do inicio da vacinacdo, e ap0s a remocéao cirdrgica, ndo foram
encontrados linfécitos T CD8 e CD4 tumor-reativos no sangue do doente. Apos a
segunda dose da vacina, porém, o paciente apresentou linfocitos T CD4 tumor-
reativos em uma frequéncia de 15,28 linfécitos por milhdo, mas nao foram detectados

linfécitos T CD8 reativos para o tumor. Intrigantemente, ap0s a terceira dose da
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vacina, foram encontrados tanto linfécitos T CD4 quanto linfocitos T CD8 tumor-
reativos, sendo a frequéncia dos linfécitos T CD4 maior apés a terceira dose do que
apos a segunda dose de vacinagdo (20,57 linfocitos T CD4 tumor-reativos; 5,83
linfécitos T CD8 tumor-reativos). Até o momento do depdsito desta tese, este paciente
se encontrava com quadro estavel, tendo tomado 7 doses de vacina.

Apesar de serem apenas dois pacientes, estes resultados sdo capazes de
mostrar a importancia do monitoramento imunoldgico dos individuos com tumores.
Eles indicam que o aumento in vivo da frequéncia de linfocitos T tumor-reativos é
possivel apds vacinacdo, e que este aumento pode vir a ser um bom indicativo de
resposta clinica ao tratamento vacinal. Diversos estudos mostram um aumento de
linfocitos T especificos para antigenos tumorais em individuos vacinados,
especialmente no compartimento de células CD8, por meio da técnica de tetrameros
(CARRENO et al., 2015; LEE et al., 1999a). Porém, este aumento de linfocitos T
especificos para antigenos tumorais apds vacinacdo pode ndo se correlacionar com
uma resposta clinica dos pacientes (ROSENBERG et al., 2005; SLEZAK et al., 2010).

Geralmente a analise da frequéncia de linfocitos T reativos para tumores nos
individuos vacinados é realizada no sangue, e, conforme nossos dados e a literatura
tem indicado, essa maior frequéncia de células especificas no sangue pode ndo se
refletir em um maior nimero de linfécitos T especificos infiltrando o tumor. De fato,
estudos indicam que os linfécitos T reativos para tumores gerados por vacinacao
podem ficar retidos no sitio vacinal, ou no sangue, sem migrar eficientemente para o
sitio tumoral (HAILEMICHAEL; OVERWIJK, 2014). Além de restricdes migratorias, a
falta de correlacéo entre o aumento de linfécitos T especificos e a resposta terapéutica
pode, também, ser devida ao tipo de resposta dos linfécitos T primados. Um estudo
em camundongos mostrou que, ap0s vacinacdo, existe a possibilidade de haver
expansdo concomitante de linfécitos T anti e pro-tumorais (ZHOU; DRAKE;
LEVITSKY, 2006). No caso do modelo testado, a resposta reguladora superou a
resposta efetora, ilustrando a possibilidade de que a vacinacdo pode ter um efeito
maléfico na resposta imune antitumoral. Assim sendo, a avaliacdo da frequéncia de
linfécitos T reativos para tumores pode ndo ser suficiente para sozinha, determinar o
desfecho do tratamento. O fendtipo e funcdo adquirido por tais linfocitos T séo,
também, caracteristicas relevantes para prever o0 efeito do tratamento

imunoterapéutico em pacientes com cancer.
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4.5 Comparacéo entre as frequéncias de linfécitos T reativos encontradas

Tabela 4 — Frequéncia sanguinea de linfdcitos T especificos para diferentes antigenos. Frequéncia de
linfécitos T CD4 ou CD8 especificos para diferentes antigenos (Her2/neu; neoantigenos; lisado tumoral)
por milhdo no sangue de doadores sauddveis e pacientes com cancer, seguido, em parénteses, do
numero de doadores interrogados e a técnica utilizada (TET: tetramero; BIB: biblioteca de linfocitos T;
EX: estimulagdo ex vivo). Nos experimentos onde houve a andlise separada dos linfécitos T naive e
membdria, sdo mostrados os valores separados da frequéncia de linfécitos reativos por milhdo de cada
um dos dois subtipos de linfécitos T.

Individuo/Antigeno Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD4
657.5 (n=20; TET)
Her2/neu 4,88 (n=4, EX)
12,89 (n=4; EX)
Neoantigenos 0 naive /2,5 meméria (n=2; BIB)
(carcinoma 1,66 (n=1; EX)
hepatocelular) 2,15 naive / 0,81 memodria (n=1; EX)
Doador
Saudavel MCF-7: 32,27 (n=5; EX) MCF-7: 11,96 (n=9; EX)
SK-BR-3: 19,33 (n=9; EX) SK-BR-3: 16,53 (n=6; EX)
Lisado
MDA-MB-231: 33,69 (n=6; EX) MDA-MB-231: 13,2 (n=5; EX)
tumoral
Lisados mama: 25,34 (n=10; EX) Lisados mama: 11,83 (n=20; EX)
Lisados GBM: 6,56 (n=7; EX) Lisados GBM: 1,59 (n=7; EX)
Paciente com | Neoantigenos
carcinoma (carcinoma - 21 memodria (n=1; BIB)
hepatocelular | hepatocelular)
1443 (n=20; TET)
Her2/neu 38,12 (n=9; EX)
26,43 (n=9; EX)
Pacientes com
A MCF-7: 37,92 (n=14; EX) MCF-7: 15,97 (n=14; EX)
cancer de
mama Lisado SK-BR-3: 28,42 (n=13; EX) SK-BR-3: 7,85 (n=13; EX)
tumoral MDA-MB-231: 31,77 (n=13; EX) MDA-MB-231: 17,59 (n=13; EX)
Lisados mama: 93,16 (n=25; EX) Lisados mama: 31,34 (n=25; EX)
Pacientes com Lisado . .
Lisados GBM: 10,47 (n=12; EX) Lisados GBM: 9,79 (n=12; EX)
GBM tumoral
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Considerando a analise de frequéncia de linfocitos T reativos para tumores,
neste trabalho, fomos capazes de identificar linfocitos T especificos para diferentes
tipos de antigenos tumorais, utilizando uma variedade de técnicas (Tabela 4). Ao
comparar os resultados de frequéncia obtidos com as diferentes técnicas e antigenos,
porém, algumas consideracdes sobre a comparacédo de tais resultados merecem ser

mencionadas.

4.5.1 Frequéncia de linfocitos T tumor-reativos utilizando diferentes técnicas

E possivel notar que, apesar de ser, dentre as técnicas utilizadas, a que mais
restringe a andlise de repertério, a marcacédo com tetrameros foi, intrigantemente, a
que revelou a maior frequéncia de linfocitos T especificos. Com esta técnica, por
exemplo, foi encontrado um valor 10 vezes superior de linfocitos T especificos para
um unico peptideo do Her2, do que o encontrado com o0 ensaio ex vivo utilizando o
lisado tumoral, que tem o potencial de apresentar diversos peptideos de diferentes
antigenos presentes em um tumor. Além disso, a frequéncia encontrada com o
tetramero com um Unico peptideo da proteina também foi significativamente maior do
gue a frequéncia encontrada utilizando a proteina inteira no ensaio ex vivo.

Por ser a Unica técnica que ndo utiliza respostas efetoras dos linfécitos T para
determinar a especificidade, podemos concluir que, provavelmente, o potencial de
reconhecimento de antigenos tumorais pelo sistema imune é superior a resposta
proliferativa destes linfocitos T. Assim, € provavel que muitos dos linfocitos T que séo
capazes de se ligar a moléculas de MHC apresentando peptideos provenientes de
antigenos tumorais, ndo sédo capazes de proliferar quando recebem tal sinal, conforme
indicado em estudos com a proteina melan-A (GEIGER et al., 2009). Esse efeito pode
ser tanto devido a uma possivel baixa afinidade pelo antigeno, quanto por uma
regulacdo de resposta, que pode ocorrer dada a similaridade/identidade destes
antigenos com antigenos préprios. Logo, a frequéncia de linfécitos T que se ligam a
um determinado multimero pode néo indicar corretamente a quantidade de linfocitos
T capazes de gerar uma resposta efetora contra o antigeno estudado. Assim sendo,
para avaliar a resposta imune gerada para um determinado antigeno, ensaios
funcionais podem vir a ser mais informativos, e, portanto, desejaveis.

Neste trabalho, utilizamos principalmente a proliferacdo como indicio de

especificidade, uma vez que, deste modo, permitimos o reconhecimento de linfécitos
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T especificos que apresentem diferentes funcbdes efetoras. Para tanto, utilizamos o
ensaio de biblioteca de linfocitos T, desenvolvido no laboratorio da Dr2. Federica
Sallusto (GEIGER et al., 2009), e o ensaio de estimulacdo ex vivo de linfcitos T,
criado a partir da variagdo do método de bibliotecas, com o intuito de aumentar a
deteccao de linfécitos T tumor-reativos. De fato, estas modificagdes, que incluem uma
maior quantidade de linfocitos T a serem avaliados, se mostraram fundamentais para
a deteccao de linfécitos T reativos para neoantigenos em doadores saudaveis (Tabela
4). Sendo assim, o método de estimulacdo ex vivo foi 0 escolhido para se realizarem
as analises com lisados tumorais.

E verdade que a técnica de estimulacdo ex vivo, que se baseia na proliferacio
de células T para detectar especificidade, ndo detectara células ndo-proliferativas, um
fendbmeno que pode afetar células com menor capacidade proliferativas, como o0s
linfécitos T reguladores. Vale lembrar que a diluicho de CFSE pode ser detectada
mesmo ha presenca de poucos ciclos de proliferacdo dos linfocitos T, podendo ser
suficiente para detectar até mesmo células com pouca proliferacdo. Essa mesma
limitacdo pode, no entanto, contribuir para apontar diferencas no ambiente
imunossupressor dos tumores e a sensibilidade das células T a ele. Em pacientes com
tumores do tipo luminal, a frequéncia de CD8 T-TIL foi claramente menor do que a de
CD4 T-TIL, em uma correlacdo inversa com a encontrada no sangue, 0 que nao
aconteceu com individuos com os outros subtipos de cancer de mama. Poderia isso
apontar para um contexto de supressdo imunoldgica diferente entre os subtipos de
cancer de mama e/ou para diferencas de susceptibilidade a supressao pelas células
CD4 e CD8 infiltrantes? De qualquer modo, esta restricdo do ensaio em detectar
apenas linfécitos T proliferantes apresenta um ponto positivo, uma vez que essas
seriam as células respondendo mais prontamente aos desafios antigénicos e, assim,

moldando a evolucdo da doenca nos pacientes.

4.5.2 Frequéncia de linfocitos reativos para diferentes antigenos tumorais

Com os dados obtidos neste estudo, somos capazes de inferir sobre a
proporcao da resposta imune antitumoral que pode ser atribuida a diferentes tipos de
antigenos tumorais. Podemos perceber que, utilizando a técnica de estimulagcéo ex
vivo, linfécitos T Her2-reativos foram encontrados em uma frequéncia superior a

linfécitos T reativos para o pool de neoantigenos, nos doadores saudaveis avaliados.



91

Este resultado intrigante vai contra o senso comum de que o reconhecimento de
peptideos diferentes dos encontrados no corpo do préprio individuo deveria ser maior
do que aquele obtido com proteinas préprias. Porém, é importante lembrar que,
durante a selecdo do repertorio de linfocitos T, apenas serdo capazes de se tornar
linfécitos T maduros, os precursores capazes de interagir com as moléculas de MHC
apresentando peptideos proprios (JAMESON; HOGQUIST; BEVAN, 1995). Sendo
assim, a maior frequéncia de linfocitos T reativos para Her2 pode ser devida a tal
efeito. Estudos da afinidade de tais linfocitos T se fazem necessarios, porém, para dar
maior embasamento a esta teoria, uma vez que, se este for o caso, os linfécitos T
Her2-reativos deveriam apresentar uma afinidade inferior aos reativos para
neoantigenos. Além disso, comparacdes, em pacientes com cancer, da frequéncia de
linfécitos T reativos para neoantigenos e para TAA sdo urgentemente necessarias
para determinar que tipos de antigeno sdo mais representado no repertorio de
linfécitos T tumor-reativos, e qual destes €, de fato, o que apresenta maior capacidade
de gerar uma resposta imune efetora.

Podemos também comparar a frequéncia de linfécitos T Her2-reativos com a
frequéncia total de linfocitos T tumor-reativos em doadores e pacientes. Como
esperado, a frequéncia de linfocitos T reativos para Her2 foi inferior a obtida com
lisados tumorais nos doadores saudaveis. Apesar do lisado tumoral conter uma
grande variedade de proteinas, porém, essa diferenca foi de apenas cerca de metade.
Intrigantemente, essa diferenca foi ainda menor quando comparado a resposta ao
Her2 e ao lisado nos pacientes com cancer. E importante lembrar que, por causa da
maior variedade proteica no lisado, € esperado que a concentracdo final de cada
proteina individualmente no lisado seja bastante reduzida. Assim, enquanto o estimulo
com Her2 é feito carregando as DC com 4 ug/mL da proteina recombinante, a
estimulacdo com lisado é feita com 10 ug/mL de proteina total, que fara com que a
concentracéo de Her2 seja bastante inferior ao utilizado com a proteina recombinante.
Sabe-se que a resposta do linfocito T depende de sua afinidade e da concentragao de
antigeno que esta sendo apresentado, e que este soO ira proliferar se as APC forem
carregadas com antigeno suficiente (CAMPION et al., 2014). Assim, € possivel que a
estimulacdo com lisado seja capaz de induzir apenas a proliferacdo de linfocitos T
com alta afinidade para as proteinas do tumor, uma vez que estes seriam capazes de
proliferar mesmo com uma concentracdo mais baixa do antigeno. Logo, conclui-se

que, para uma melhor determinacdo da porcentagem de linfécitos T tumor-reativos
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capazes de reconhecer uma dada proteina, o melhor a se fazer seria a avaliacdo da

frequéncia de linfécitos reativos para a proteina dentre os linfocitos T tumor-reativos.

4.5.3 Frequéncia de linfocitos tumor-reativos entre diferentes tipos tumorais

Poucos sdo os relatos na literatura que avaliam amplamente a frequéncia de
células T capazes de reconhecer um tumor e, de acordo com nosso conhecimento,
nenhum deles se refere a tumores de mama ou GBM. Os dados mais abundantes
referem-se a frequéncia de linfécitos T citotoxicos CD8 (CTL) especificos para o
melanoma. H& estudos que indicam que a frequéncia de linfocitos T especificos para
antigenos tumorais no melanoma é maior do que em outros tumores, uma
caracteristica frequentemente associada a sua alta carga mutacional (ALEXANDROV
et al., 2013). Estudos utilizando diferentes técnicas mostraram que a frequéncia de
linfécitos T CD8 reativos ao melanoma no sangue de pacientes pode variar entre 15
a 1.000 células T por milhdo, estando mais frequentemente em torno de 200 CTL por
milhdo (GERMEAU et al., 2005; MAZZOCCHI et al., 1994). Nossos dados mostram
gue a frequéncia de células T CD8 reativas ao tumor em sangue de individuos com
cancer de mama chega a 800 por milhdo, mas mais frequentemente é cerca de cinco
a dez vezes menor que a média de 200 por milhdo encontrada em doentes com
melanoma. Pacientes com GBM, por outro lado, apresentam, no sangue, uma média
ainda menor de linfocitos T CD8 especificos contra o tumor, com média de 12 linfcitos
T CD8 tumor-reativos por milh&o, e nunca superior a 60 células por milh&o. A literatura
carece de dados sobre a frequéncia de linfocitos T CD4 reativos ao tumor, mas nossos
dados mostram que essas células estdo presentes no sangue de pacientes em uma
frequéncia igual a observada para os linfécitos T CD8, nos individuos com GBM ou
com tumores de mama do subtipo Her2 e triplo-negativo, sendo menor apenas nos
doentes com tumores de mama do subtipo luminal.

Intrigantemente, tumores de mama e o GBM apresentam uma carga mutacional
parecida, sendo um ou outro reportado como tendo a maior quantidade de mutacoes,
dependendo do estudo (ALEXANDROQV et al., 2013; WANG; LI, 2019). Deste modo,
a carga mutacional ndo parece ser a causa de tal variagdo na frequéncia dos linfécitos
T tumor-reativos dentre os pacientes com as duas doencas. O contexto imune parece
prevalecer neste caso. A maior parte dos GBM apresenta um perfil de deplecao

linfocitaria, com um perfil imunossupressor intratumoral evidente, o que ndo acontece
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para os tumores de mama (NDUOM; WELLER; HEIMBERGER, 2015; THORSSON et
al., 2018). Além disso, os individuos com GBM frequentemente séo tratados com
dexametasona, que, sendo capaz de diminuir a proliferacdo dos linfécitos T
circulantes, pode ter um impacto negativo na deteccdo dos linfocitos T especificos
(MIGLIORATI et al., 1997). Assim, a menor frequéncia de linfécitos T tumor-
especificos nos individuos com GBM quando comparada a encontrada em individuos
com tumores de mama, ndo € surpreendente. De fato, um estudo de vacinagéo
recente mostrou que apenas aqueles pacientes que ndo estavam sob tratamento com
dexametasona foram capazes de gerar um aumento no namero de linfécitos T tumor-
especificos apos vacinacdo (KESKIN et al., 2019). A avaliacdo da resposta imune na
auséncia da dexametasona seria desejavel, mas, infelizmente, ndo é possivel na
situacado clinica em que os pacientes se encontram. Vale notar que observamos um
aumento na frequéncia de linfécitos T GBM-reativos no sangue de um paciente
recebendo vacina de hibridos de células tumorais, mesmo este estando sob
tratamento com a dexametasona.

Algumas das diferencas encontradas nos individuos com cancer também
puderam ser encontradas em individuos saudaveis, como a menor frequéncia de
linfécitos T GBM-reativos quando comparado com a frequéncia de linfocitos T reativos
para tumores de mama. Todavia, conforme esperado, esta frequéncia foi sempre
menor do que a observada nos doentes. Esta resposta presente nos controles
também apresentou um viés para o compartimento CD8, que nem sempre foi
observado nos pacientes. Considerando o possivel papel de imunovigilancia destes
linfécitos T presentes nos doadores saudaveis, a predominancia de CD8 seria

interessante do ponto de vista da resposta efetora desejada.
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4.6 Fenotipo funcional dos linfécitos T reativos para Her2

A determinagcdo do fenotipo dos linfocitos T reativos para tumores é t&o
importante quanto a inferéncia de sua frequéncia no sangue dos pacientes, uma vez
que estes podem adquirir tanto funcdes antitumorais quanto pré-tumorais ou, ainda,
nem sequer terem se diferenciado em linfocitos T efetores e de memodria com
capacidade de exercer uma fungcdo imune. Para avaliar tal fen6tipo nos linfécitos T
tumor-reativos, diversas estratégias foram utilizadas, sendo descritas a partir deste
ponto. Comecamos a andlise com os linfocitos T especificos para uma Unica proteina,
o0 Her2, antes de expandir esta analise para os linfocitos T reativos para todas as
proteinas presentes nos lisados tumorais. Para isso, avaliou-se, dentre os linfocitos T
CD8 capazes de se ligar ao tetramero carregado com peptideo do Her2, a
porcentagem destes que apresentavam fenotipo de linfocitos T naive, e dos diferentes
subtipos de memoria. Em seguida, linfocitos T Her2-reativos recuperados ap0s ensaio
de proliferacdo com DC carregadas com a proteina Her2 foram avaliados quanto a
sua capacidade citotoxica frente as linhagens tumorais, e seu padrao de secrecdo de

citocinas.

4.6.1 Fendtipo naive/memaria de linfocitos T CD8 tetramero-positivos

A expressao das proteinas CCR7 e CD45RA foi avaliada dentre os linfocitos T
CDS8 tetramero-positivos em controles e pacientes, visando determinar a porcentagem
de células com fendtipo de células naive (Tn; CCR7*CD45RA"), e dos diferentes
subtipos de memoaria: meméria central (Tcm; CCR7*CD45RA"), memoria efetora (Tewm;
CCR7-CD45RA") e memodria efetora positiva para CD45RA (Temra; CCR7-CD45RA™)
(Figura 30). Linfécitos T de memoaria efetora sao responsaveis por patrulhar os tecidos,
enquanto os de memoria central, com sua expressao de CCR7, um receptor de
qguimiocinas presente nos linfonodos, apresenta um padrao de circulagdo similar aos
linfécitos T naive (SALLUSTO et al.,, 1999). Por outro lado, os linfocitos Tewmra,
presentes em uma frequéncia significativa apenas dentre os linfécitos T CD8, sao
associados a diferenciacédo terminal destes (MAHNKE et al., 2013). Acredita-se que
estes sdo linfocitos T de memdria em repouso, que ao encontrarem seu antigeno
perdem a expressdo de CD45RA, voltando a expressar essa molécula se nao

encontram novamente o antigeno por algumas semanas (CARRASCO et al., 2006).
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Figura 30 — Graficos representativos do fendtipo dos linfocitos T especificos para o tetramero. (A)
Graficos da expressao de CD45RA e CCR7 nos linfdcitos T totais e especificos para Her2 em um doador
sauddvel. (B) Graficos da expressao de CD45RA e CCR7 nos linfécitos T totais e especificos para Her2
em um paciente com cancer de mama.
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Intrigantemente, ao comparar a porcentagem de linfécitos T naive especificos
para o tetrAmero entre controles e pacientes foi possivel encontrar uma diferenca
significativa (Figura 31). Ao analisar, dentre os linfocitos T especificos, a porcentagem
com cada fenétipo, porém, é importante levar em conta as diferencas que podem ser
encontradas nos linfécitos T presentes no sangue de individuos com cancer.
Pacientes com cancer de mama, por exemplo, apresentam uma menor quantidade de
linfécitos T naive circulantes do que doadores saudaveis, mesmo quando seus
tumores ainda estdo em estagios iniciais, além de uma maior quantidade de linfécitos
CD8 Temra (HUEMAN et al., 2007; POSCHKE et al., 2012). Sendo assim, a diferenca
encontrada na proporcao de linfocitos T tetramero-positivos com fenétipo naive pode
ser devida a menor quantidade de linfécitos T naive totais (independentemente de sua
especificidade) no paciente com cancer, e ndo devido a especificidade do antigeno.
De fato, ao se realizar uma analise relativa, 0s pacientes apresentam uma tendéncia
de apresentar um maior numero relativo de linfocitos T Her2-especificos naive,
guando comparados aos controles. Ou seja, no paciente parece existir um mecanismo
de selecdo para que os linfécitos T especificos para Her2 no sangue tenham um
fendtipo mais naive do que quando comparado aos linfécitos T com outra
especificidade. Esta possivel selecédo, que néo foi diferente entre individuos com
tumores de mama de diferentes subtipos, poderia ser explicada ou por uma maior
migracao destas células especificas para o tecido — provavelmente tumoral — ou por
algum mecanismo supressor exercido pelo tumor que impediria a diferenciagao destes

linfocitos T.
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Figura 31 — Fenétipo naive/meméria das células especificas para o tetramero. (A) Linfocitos T CD8
com fendtipo naive (Tn; CCR7*CD45RAY). (B) Linfécitos T CD8 com fendtipo de memaria central (Tov;
CCR7*CD45RA’). (C) Linfocitos T CD8 com fendtipo de memoria efetora (Tem; CCR7'CD45RAY). (D)
Linfécitos T CD8 com fendtipo de memdria efetora positiva para CD45RA (Temra; CCR7°CD45RAY). O
grafico da esquerda mostra a porcentagem das células positivas para o tetramero com cada um dos
fendtipos. O grafico do meio compara, em cada individuo, a porcentagem dos linfdcitos T totais (Todos)
ou especificos para Her2 (Her2) com cada fenétipo. O grafico da direita mostra a relagdo entre a
frequéncia de linfdcitos T Her2-reativos e totais com um dado fendtipo.
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De modo geral, os linfécitos T especificos para Her2 apresentaram uma
propor¢cdo maior de células com fendtipo naive e de memoria central do que a
encontrada no repertorio total do mesmo individuo (Figura 31). Dado que o antigeno
analisado € um antigeno préprio, sem mutacdes, € de se esperar que este seja
reconhecido por linfécitos com um fendtipo mais frequentemente naive do que o
encontrado entre os linfécitos T com outras especificidades. E valido ressaltar também
que foram encontrados linfécitos T de memoéria Her2-especificos nos individuos
saudaveis. Avaliando-se em conjunto com os dados dos linfocitos T reativos para
neoantigenos e para linhagens de cancer de mama, podemos inferir que este parece
ser um fendmeno comum, que acontece com linfécitos T reativos tanto para antigenos

associados, quanto especificos para tumores.

4.6.2 Funcao dos linfocitos T CD8 reativos para Her2

Como mostrado anteriormente, linfocitos T CD8 reativos para Her2 podem ser
encontrados no sangue de controles e pacientes, sendo que, alguns destes,
apresentam fenotipo de linfocitos T de memaria. Para saber se tais linfécitos eram
funcionais, analisamos a capacidade destes de produzir IFN-y e exercer citotoxicidade
de maneira antigeno-especifica.

Primeiramente, a avaliagdo da secrecéo de IFN-y foi avaliada nos linfécitos T
CD8 do sangue de trés individuos saudaveis. Para isso, estes linfocitos foram
estimulados, como controle positivo, com esferas recobertas de anticorpos contra CD3
e CD25 (dynabeads), ou com a proteina Her2 recombinante apresentada por células
dendriticas autblogas. As culturas foram estimuladas por 12 dias, sendo os ultimos 7
na presenca de IL-2 (50U/mL), para aumentar a quantidade de células reativas. Os
linfécitos T foram, entdo, estimulados com PMA, ionomicina e brefeldina por 16 horas,
sendo, entdo, submetidos & marcacado intracelular com anticorpo contra IFN-y. A
porcentagem de células produtoras de IFN-y dentre aquelas que sofreram proliferacao
e, portanto, com diluicdo de CFSE, foi calculada. Conforme esperado, a grande
maioria linfécitos T ativados com as dynabeads foi capaz de produzir IFN-y (Figura
32). A frequéncia de linfécitos T CD8 positivos para IFN-y dentre aqueles Her2-
reativos foi significativamente menor do que a encontrada com a estimulagdo com
dynabeads, apesar de ainda serem encontrados linfocitos T Her2-reativos capazes de

secretar IFN-y. Logo, uma vez que nem todos os linfécitos T Her2-reativos séo
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capazes de secretar IFN-y, a frequéncia de células especificas para Her2 que poderia
ser calculada utilizando ELISPOT, conforme descrito na literatura (SOTIROPOULOU
et al., 2003) é, muito provavelmente, subestimada. De fato, um estudo comparando
diferentes técnicas mostrou que a menor frequéncia de linfécitos T especificos era
aguela determinada por ELISPOT (HOBEIKA et al., 2005).

Figura 32 — Expressao de IFN-y por linfocitos T CD8 Her2-reativos. (A) Graficos representativos da
marcacdo com CFSE e producdo de IFN-y em linfécitos T estimulados com dynabeads (esferas
recobertas de anticorpos contra CD3 e CD28) ou com DC autdlogas carregadas com a proteina Her2
recombinante. (B) Frequéncia de linfécitos T produtores de IFN-y dentre os linfécitos T CFSE"" que
foram estimulados com dynabeads ou Her2.
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Além da producdo de IFN- vy, linfécitos T CD8 sado reconhecidos por sua
potencial capacidade citolitica. Para testar se linfécitos T Her2-reativos eram capazes
de eliminar especificamente células tumorais com superexpressao de Her2, um ensaio
de citotoxicidade com células das trés linhagens celulares além de células do tumor
do paciente foi realizado. Para isso, linfocitos T Her2-reativos de um paciente com
tumor de mama do subtipo Her2 foram selecionados, expandidos, e cocultivados, em
diferentes propor¢des, com células tumorais marcadas com CFSE. Apos incubacéao,
as células foram marcadas com o corante de viabilidade Live/Dead (Thermo Fisher
Scientific) e avaliadas por citometria de fluxo (Figura 33A). Conforme esperado, 0s
linfécitos T Her2-reativos foram capazes de induzir a morte de células da linhagem
SK-BR-3 — que superexpressa Her2 — mas nao das outras duas linhagens (Figura
33B). Estes linfocitos T também foram capazes de matar células obtidas do tumor do

préprio paciente testado, apesar de nao ter apresentado uma dose-resposta como a
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obtida com a SK-BR-3 (Figura 33C). Assim, os linfocitos T Her2-reativos deste
paciente parecem ser capazes de induzir a morte de células tumorais que apresentam

superexpressao de Her2.

Figura 33 — Citotoxicidade induzida por linfocitos T CD8 Her2-reativos. (A) Graficos mostrando a
porcentagem de células positivas para CFSE (células tumorais) vivas, na auséncia de linfécitos T CD8
Her2-reativos, ou presenca destes nas razoes de 1 célula efetora (linfdcitos T) para 30, 15 ou 10 células
SK-BR-3. (B) Porcentagem de citotoxicidade de células da linhagem MCF-7, SK-BR-3 e MDA-MB-231,
guando na presenca de diferentes quantidades de linfécitos T CD8 Her2-reativos. (C) Citotoxicidade de
células tumorais obtidas do tumor do préprio paciente, quando na presenca de diferentes quantidades
de linfécitos T CD8 Her2-reativos. n.d: ndo detectado.
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Mesmo sendo um antigeno préprio, a literatura e os dados de frequéncia
obtidos neste trabalho mostram que o sistema imune de individuos saudaveis e de
pacientes com cancer contém linfocitos T Her2-especificos (HUEMAN et al., 2007,
WOLL et al., 2004). Além disso, ja foi mostrado que a vacinacgéo, tanto com a proteina
guanto com o peptideo do Her2, é capaz de aumentar a frequéncia de linfécitos T CD8
Her2-especificos (BROSSART et al., 2000; CLIFTON et al., 2016). Diversos grupos ja
reportaram a capacidade de tais linfécitos T de produzir IFN-y e gerar respostas
citotoxicas (BROSSART et al., 2000; RENTZSCH et al., 2003; SOTIROPOULOU et

al., 2003), da mesma forma como aqui relatado. Porém, um trabalho antigo mas
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elegante de Zaks e Rosenberg mostrou que os linfocitos T Her2-especificos gerados
apos vacinacdo com o peptideo E75, s6 eram capazes de induzir citotoxicidade e
produzir IFN- y frente a linhagens pulsadas com o peptideo, mesmo quando o desafio
era feito com linhagens que superexpressavam Her2, como a linhagem SK-BR-3,
também utilizada neste trabalho (ZAKS; ROSENBERG, 1998). Em contrapartida, Lin
e colaboradores mostraram que linfocitos T Her2-especificos de doadores saudaveis,
quando ativados com células carregadas com a proteina Her2 inteira, foram capazes
de induzir a morte de células de linhagens que superexpressavam Her2 (SK-BR-3 e
MDA-MB-453), mas nédo de linhagens com expressao basal dessa molécula (MCF-7,
MDA-MB-231) (LIN et al., 2012).

Estes resultados indicam que, apesar de serem capazes de ser possivel uma
resposta efetora por parte dos linfécitos T CD8 Her2-especificos, sua resposta pode
depender da forma como foram primados e da maneira como o antigeno lhes é
apresentado. Talvez os linfocitos T reativos para o peptideo E75 induzidos pela
vacinagdo com tal molécula no trabalho liderado por Rosenberg necessitassem de
uma maior quantidade de moléculas de MHC apresentando o peptideo na superficie
das células alvo, e, por isto, apenas a superexpressao de Her2 nas células ndo seria
o suficiente para tal ativacdo. Por outro lado, a ativagdo com a proteina inteira,
conforme mostrado em nosso trabalho e por Lin e colaboradores, poderia gerar a
ativacao de linfécitos T Her2-especificos com capacidade de reconhecer e eliminar
células superexpressando esta molécula.

De qualquer modo, estes estudos, aliados aos nossos dados, indicam que a
superexpressao é necessaria para que uma resposta ocorra, e, portanto, células de
tecidos saudaveis, com expressao basal dessa molécula, ndo se tornariam alvo da
resposta efetora de tais linfocitos T, demonstrando um controle fino do sistema imune.
Vale notar que também ja foi descrito que linfécitos T CD4 Her2-especificos também
s6 foram capazes de produzir IFN-y e até eliminar células de linhagens celulares,
guando estas superexpressavam tal molécula (DATTA et al., 2015). Se, de fato, os
linfécitos T Her2-especificos, CD4 e CD8, reagem apenas as ceélulas com uma alta
expressdo de Her2, o limiar de expressédo necessario para ativacdo desta resposta
deve ser melhor estudado e determinado. Assim, as vacinas contendo Her2 em sua
formulacdo poderiam ser direcionadas apenas aos pacientes cujos tumores
apresentem expressao acima do limiar determinado e que, portanto, poderiam se

beneficiar de tal estratégia.
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4.6.3 Padrao de secrecédo de citocinas por linfocitos T CD4 Her2-reativos

Linfocitos T CD4 também podem exercer um papel importante na resposta
imune ao cancer. Visando avaliar se aqueles reativos para Her2 eram capazes de
secretar IFN-y, realizamos um ensaio de marcagao intracelular para esta citocina.
Para isso, os linfocitos T Her2-reativos (CFSE'*YCD25"), obtidos ap6s cocultura com
DC carregadas com a proteina Her2 recombinante, foram isolados por FACS e
expandidos para se obter uma quantidade suficiente de células. Ap6s expanséo, 0s
linfécitos T foram cultivados com PMA, ionomicina e brefeldina e, apds 16 horas, foram

marcados para a presenca de citocinas intracelulares.

Figura 34 — Proporgao de linfocitos T CD4 Her2-reativos capazes de produzir IFN-y. Porcentagem de
linfécitos T ativados com dynabeads, reativos para lisados tumorais, ou Her2-reativos, no sangue de
individuos controle ou com cancer de mama, produtores de IFN-y. A producdo desta citocina foi
avaliada por marcacdo intracelular apds ativagdo PMA, ionomicina e brefeldina. n.a: ndo analisado.
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Igualmente ao observado com o compartimento de CD8, linfécitos T CD4 Her2-
reativos de doadores saudaveis apresentaram uma expressao significativamente
menor de IFN-y do que os linfécitos T ativados com dynabeads (Figura 34). Linfécitos
T CD4 Her2-reativos de pacientes com cancer de mama, porém, apresentam a mesma
capacidade de produzir IFN-y do que a observada em linfocitos T ativados por
dynabeads ou reativos para antigenos tumorais que nao necessariamente o Her2
(antigenos presentes em lisados de células tumorais dos doentes). Isto indica que,
pelo menos no que diz respeito a producdo de IFN-y, a resposta imune contra Her2
parece ser mais eficiente nos pacientes do que nos controles. De fato, dentre os seis
pacientes testados, os dois com maior frequéncia de linfocitos T Her2-reativos
capazes de secretar IFN-y eram os que apresentavam tumores que superexpressam

Her2. Surpreendentemente, porém, o efeito contrario foi descrito na literatura, onde
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pacientes com tumores de mama do subtipo Her2 apresentaram uma menor
frequéncia de linfécitos T CD4 Her2-reativos sanguineos capazes de secretar IFN-y,
conforme medido por ELISPOT em PBMC estimuladas com peptideos de Her2
restritos pelo MHC de classe Il (DATTA et al., 2015). Uma possivel explicacdo para
tal discrepancia seria a de um possivel viés imunosupressor presente nestas células,
que os préprios autores descartam como sendo a causa da baixa reatividade nos
pacientes, quando mostram que a ativacdo com antiCD3/CD28 (dynabeads) é igual
entre os doentes. Intrigantemente, Datta e colabores também mostram que esta baixa
resposta obtida no ELISPOT pode ser revertida, quando os pacientes foram
submetidos a vacinacdo com DC pulsadas com Her2. Este dado pode explicar a
discrepancia entre a frequéncia obtida no artigo e aqui encontrada: em nosso ensaio,
os linfécitos T CD4 Her2-reativos sdo obtidos por estimulacdo com DC carregadas
com a proteina Her2, que séo entdo isolados e inespecificamente expandidos, o que

ativa ainda mais os linfécitos T, antes da realizacdo do ensaio.

Figura 35 — Proporgdo de linfocitos T CD4 Her2-reativos capazes de produzir IL-17, IL-4 e IL-10.
Porcentagem de linfécitos T ativados com dynabeads, reativos para lisados tumorais, ou Her2-reativos,
no sangue de pacientes com cancer de mama, capazes de produzir as citocinas IL-17, IL-4 e IL-10. A
producdo destas citocinas foi avaliada por analise intracelular, apds o tratamento das células com PMA,
ionomicina e brefeldina.
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Por outro lado, também avaliamos a expressdao de outras citocinas
caracteristicas de linfocitos T helper — IL-17 de linfécitos Th17, IL-4 de linfécitos Th2
e IL-10 de linfécitos T reguladores — ndo sendo observadas diferencgas significativas
entre os linfécitos T Her2-reativos e os linfécitos reativos para lisados tumorais dos
pacientes. Deste modo, podemos inferir que a resposta para este antigeno nao difere
da resposta total contra o cancer montada pelos linfécitos T dos pacientes. O padréo
de resposta aqui observado sera discutido a frente, quando forem analisados o padréo

de resposta dos linfécitos T CD4 reativos para lisados tumorais.
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4.7 Caracteristicas dos linfocitos T CD8 reativos para tumores de mama

Linfécitos T CD8 sado frequentemente reconhecidos por sua capacidade
citolitica, e, no contexto tumoral, sua habilidade de reconhecer e eliminar
especificamente células transformadas. Os linfocitos T CD8 reativos para os lisados
de tumores de mama encontrados foram, entdo, avaliados quanto a sua capacidade
citotoxica e fenotipo, que mostraram um possivel desvio na funcdo efetora de tais
células. Assim, avaliamos a possibilidade de tais células apresentarem uma funcéo
supressora, que é a muito tempo conhecida, mas, geralmente, subestimada e

ignorada pela literatura.

4.7.1 Capacidade citotoxica de linfécitos T CD8 reativos para cancer de mama

Avaliamos, utilizando o ensaio de citotoxicidade descrito anteriormente, a
capacidade de linfécitos T CD8 do sangue de dois individuos com cancer de mama
de lisarem células das linhagens celulares modelo. Para isso, foram isolados e
expandidos linfocitos T CD8 reativos para cada uma das linhagens, que foram entéo
cultivados em diferentes proporcdes na presenca destas mesmas linhagens. Ao
contrario do observado com os linfécitos T CD8 reativos para Her2, ndo houve um
efeito de citotoxicidade dose-resposta claro pelos linfécitos T reativos para lisados
tumorais (Figura 36). Mais do que isso, os linfocitos T reativos para linhagens néo
foram, de modo geral, capazes de eliminar preferencialmente as células das linhagens
para 0os quais estes eram especificos. Além de apresentarem uma capacidade
citolitica reduzida, em algumas situacdes onde nao foi detectado citotoxicidade, 0s
linfécitos T foram capazes de, na verdade, aumentar a viabilidade das células na
cultura, ao invés de diminuir (dados ndo mostrados). Como a citotoxicidade € um
evento que depende da interacao entre o TCR do linfocito T e o complexo peptideo-
MHC das células tumorais (JANEWAY JR et al.,, 2001), e o ensaio foi feito com
linfécitos de um individuo e células de linhagens que pertencem a outros pacientes,
os efeitos aqui observados podem ser decorrentes das diferencas nos alelos de MHC
dos individuos envolvidos. Assim, um ensaio com linfécitos T e células tumorais
autologas foi realizado, para melhor medir o potencial citotéxico destes linfoécitos T

CDS8 tumor-reativos.
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Figura 36 — Citotoxicidade induzida por linfocitos T CD8 reativos para linhagens tumorais de mama.
Porcentagem de citotoxicidade de células das linhagens MCF-7, SK-BR-3 e MDA-MB-231, quando na
presenca de diferentes quantidades de linfécitos T CD8 tumor-reativos obtidos de dois pacientes com
cancer de mama (distinguidos pelos simbolos quadrado e triangulo). (A) Citotoxicidade induzida por
linfécitos T CD8 reativos para MCF-7. (B) Citotoxicidade induzida por linfécitos T CD8 reativos para
SK-BR-3. (C) Citotoxicidade induzida por linfécitos T CD8 reativos para MDA-MB-231.
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Mesmo em uma configuracdo autdloga, os linfécitos T reativos para tumores
de mama s6 foram capazes de matar as células tumorais na maior razéo efetor:alvo
testada (Figura 37). Nesta mesma razao de células efetores e células alvo, estes

linfécitos T também foram capazes de eliminar células primarias provenientes de dois
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outros individuos com cancer de mama do mesmo subtipo (luminal), mas com uma

menor eficiéncia.

Figura 37 - Citotoxicidade induzida por linfécitos T CD8 reativos para o lisado tumoral autélogo de
um paciente. Porcentagem de citotoxicidade de células tumorais primarias, quando na presenca de
diferentes quantidades de linfécitos T CD8 tumor-reativos. Linfécitos T CD8 reativos para o tumor
autélogo do paciente foram obtidos e utilizados para desafiar células tumorais tanto autdlogas
(esquerda) quanto alogeneicas (meio e direita). Todos os tumores utilizados eram do subtipo luminal.
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E importante ressaltar que a razdo entre a quantidade de linfécitos T e de
células tumorais plagueada nestes ensaios foi inferior a geralmente utilizada na
literatura, de mais de uma célula efetora para cada célula alvo (WONDERLICH et al.,
2006). Na maioria dos casos 0 ensaio é realizado sem a purificacdo dos linfécitos T
especificos para o alvo, o que justifica tal razdo elevada. Como em nosso ensaio €
feito a selecdo das células reativas, uma propor¢cao como a que utilizamos deveria ser
suficiente para detectar a capacidade citotoxica destas células, como, de fato,
detectamos para os linfocitos T CD8 Her2-reativos. Logo, a baixa citotoxicidade
observada pode indicar que os linfécitos T CD8 reativos para cancer de mama
encontrados apresentam uma baixa capacidade citotoxica.

Em busca de uma possivel explicacdo para a baixa citotoxicidade observada,
avaliamos a expressdo da molécula inibitoria PD-1 por estes linfocitos T, assim como
sua capacidade de produzir as citocinas IFN-y e IL-10 (Figura 38). Os linfocitos T
tumor-reativos do sangue de um doador saudavel expressaram niveis de PD-1
maiores do que o encontrado no sangue do paciente. Este fenbmeno pode vir a ser
um reflexo da similaridade que os antigenos tumorais tém de proteinas proprias. Por
outro lado, porém, os linfécitos T CD8 tumor-reativos, do sangue do paciente e do
controle, expressaram mais IFN-y do que os linfocitos T ativados com dynabeads, ao

contrario do observado com os linfécitos T reativos para Her2.
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Figura 38 — Fenétipo dos linfécitos T CD8 reativos para tumor de mama de um paciente. Expressado
de PD-1, CD25, IL-10 e IFN-y por linfécitos T totais e tumor-reativos. (A) Linfocitos T do sangue de um
doador saudavel. (B) Linfécitos T do sangue de um individuo com cancer de mama. (C) Linfécitos T-TIL
do mesmo paciente.
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Conforme esperavamos, os linfocitos T CD8 tumor-reativos presentes no tumor
do paciente apresentaram um perfil mais associado a perda de sua funcéo efetora,
com menor producao de IFN-y, maior secregéo de IL-10, além de alta expresséo de
PD-1, presente em mais de 30% destas células. Como estas caracteristicas ndo foram
encontradas nas células tumor-reativas presentes no sangue, € provavel que estas
tenham sido adquiridas ao adentrar no tumor, e ndo durante o processo de priming,
uma vez que a migracao seletiva de linfocitos T com estas caracteristicas parece uma
explicacdo bastante improvavel. Considerando o microambiente supressor que ja foi
descrito no cancer de mama (SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015), a possivel
mudanca de fenétipo ao adentrar neste microambiente ndo seria surpreende. De fato,
a expressao de PD-1 que encontramos nos linfocitos T infiltrantes de mama (dados
nao mostrados) é comparavel ao que ja foi encontrado em pacientes com melanoma,
cujos tumores apresentam um microambiente bastante desfavoravel a ativacéo
linfocitaria (EGELSTON et al., 2018). Porem, Egelston e colaboradores mostraram
gue estes linfocitos T CD8 presentes no cancer de mama, apesar de sua expressao
de PD-1, retém sua capacidade de produzir citocinas, como IFN-y, quando ativados
com PMA e ionomicina. De fato, o mesmo fendmeno foi observado por nds neste
paciente, uma vez que a grande maioria de seus linfécitos T infiltrantes foram capazes
de produzir tal citocina com o mesmo estimulo. O que observamos, todavia, é que o
mesmo nédo é verdade quando se consideram apenas os linfocitos T infiltrantes que

sao reativos ao tumor, que, como mostramos anteriormente, parecem ser a minoria
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dentre os T-TIL. Os mesmos autores também mostraram que os T-TIL retiveram sua
capacidade citotéxica mas, novamente, essa nao foi medida de uma maneira tumor
especifica, sendo utilizado anticorpos bi-especificos para engajar todos os linfocitos
T, independente de sua especificidade, contra o alvo desejado. Assim sendo, apesar
destes linfécitos T infiltrantes ndo apresentarem defeitos gerais, nossos resultados

indicam que aqueles tumor-especificos podem apresentar alteracdes de funcéo.

4.7.2 Possivel viés supressor de células T CD8 reativas para cancer de mama

Linfocitos T CD8 podem apresentar um papel supressor da resposta, apesar
deste ser geralmente esquecido pela literatura (WALLER et al., 2006). Esta funcéo,
que também foi observada em linfécitos T CD8 especificos para antigenos tumorais
(OLSON et al., 2012), poderia atrapalhar uma resposta imune antitumoral protetora
(JARNICKI et al., 2006). Assim, experimentos foram feitos visando analisar um
possivel perfil supressor dos linfécitos T CD8 reativos para cancer de mama.
Primeiramente, um ensaio piloto foi realizado, cocultivando linfécitos T CD4 marcados
com CFSE com linfécitos T CD8 que marcados com CTV (Figura 39A). Este ensaio
foi realizado com linfécitos T CD8 positivou ou negativos para CD103, uma vez que
esta molécula ja foi correlacionada com o fendtipo supressor de células CD8 em
humanos (USS et al., 2006). De fato, linfécitos T CD8 que expressavam CD103, mas
Nao 0S que eram negativos para esse marcador, foram capazes de diminuir, de
maneira dose-dependente, a proliferacdo de linfécitos T CD8 (Figura 39B e C).

Em seguida, uma vez que a expressao de CD103 se mostrou relevante para o
fenotipo supressor, avaliamos a expresséo deste nos linfocitos T CD8 do sangue e
infiltrantes do tumor, encontrando uma expressao maior deste marcador dentre 0s
linfécitos T CD8 infiltrando o tumor (Figura 40). O CD103 € uma integrina capaz de se
ligar a E-caderinas expressas por células epiteliais, levando a retencédo destes nos
tecidos epiteliais (CEPEK et al., 1994). Linfécitos T positivos para CD103 podem ser
encontrados principalmente no compartimento epitelial de tumores de mama (WANG
et al., 2016). Devido a sua funcéo, a expressao de CD103 nos linfécitos T infiltrantes
de mama, conforme encontramos, seria esperada. Por outro lado, em camundongos,
linfécitos T CD4 positivos para Foxp3 parecem expressar altos niveis de CD103 (ANZ
et al., 2011).



108

Figura 39 — Ensaio de citotoxicidade com linfdcitos T CD103 positivos ou negativos. (A) Diluicdo da
marcacao de CFSE e CTV na cocultura de linfécitos T CD4 e CD8, apds estes terem sido marcados com
CFSE e CTV, respectivamente, e cultivados na presencga de dynabeads por trés dias. (B) Porcentagem
de proliferacdo de linfécitos T CD4 na presenca de linfécitos T CD8 positivos para CD103 em diferentes
razoes. (C) Porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD4 na presenca de linfécitos T CD8 negativos
para CD103 em diferentes razdes.
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Figura 40 — Expressao de CD103 por linfocitos T CD8 de pacientes com cancer de mama. (A) Graficos
representativos da expressao de CD103 em linfdcitos T totais do sangue, linfécitos T tumor-reativos
no sangue e linfdcitos T totais infiltrando o tumor (T-TIL). (B) Porcentagem de linfécitos T totais ou
reativos para tumor que apresentaram expressao de CD103.
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Para verificar se, de fato, os linfocitos T CD8 tumor-reativos que expressavam
CD103 eram capazes de exercer uma funcdo supressora, realizamos um ensaio
supressor com um paciente que apresentava expressao de CD103 por seus linfocitos

T tumor-reativos do sangue. Neste ensaio, fomos capazes de observar uma reducao
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modesta na proliferacdo dos linfocitos T CD4, ao utilizar a maior proporcéo testada de
linfécitos T CD8 para linfocitos T CD4 (1:5) (Figura 41). Visando confirmar tais
resultados, um segundo experimento foi realizado, desta vez com uma proporgéao
maior de linfcitos T CD8 para linfocitos T CD4 (1:1), com linfécitos T tanto sanguineos
quanto infiltrantes do tumor, que eram ou nao reativos para o tumor de um paciente.
Nesta proporc¢éo, todos os quatro tipos de linfécitos T CD8 foram capazes de suprimir,
de maneira mais relevante, a proliferacdo dos linfécitos T CD4 (Figura 42). Os
linfécitos T CD8 tumor-reativos do sangue foram, dentre as popula¢gfes avaliadas, 0s

com maior capacidade supressora.

Figura 41 - Proliferagao de linfécitos T CD4 na presenca de linfocitos T CD8 reativos para cancer de
mama. Expressao de CD25 e diluicdo de CFSE em linfécitos T CD4 de um paciente na auséncia de
estimulo, ou estimulados com dynabeads. Estes, por sua vez, foram cultivados na auséncia de linfdcitos
T CD4 (sem CDS8), ou na presenca de linfécitos T CD8 tumor-reativos do sangue do paciente, em
diferentes proporcdes.
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Estes dados indicam que linfécitos T CD8 tumor-reativos em cancer de mama
podem apresentar um fendtipo supressor, mas, este, ndo poderia ser explicado
apenas pela expressao de CD103 em sua membrana. Diversos marcadores — CD28,
CD45RA CD122, CTLA-4, CD122, entre outros — ja foram associados ao fenétipo de
linfécitos T CD8 reguladores, porém, estes parecem dizer mais sobre o estado de
diferenciacéo destas células do que, de fato, sobre sua funcdo (BEZIE; ANEGON;
GUILLONNEAU, 2018; USS et al.,, 2006). Assim como para linfécitos T CD4,
populacdes distintas de linfécitos T CD8 supressores tém sido caracterizadas em
humanos (XU et al.,, 2016). Porém, a distincdo fenotipica e funcional entre os
diferentes subtipos ainda necessita de mais estudos. Os dados aqui mostrados,
apesar de ndo definitivos, reitera a importancia de um estudo mais aprofundado de
células CD8 com func¢des reguladoras, para que haja um melhor entendimento do real

papel destas células na resposta imune contra o cancer.
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Figura 42 — Supressao da proliferagao de linfocitos T CD4 por linfécitos T CD8 de um paciente com
cancer de mama. (A) Proliferagdo de linfécitos T CD8 purificados, na auséncia ou presenca de estimulo
com dynabeads. (B) Proliferacdo de linfécitos T CD4 purificados, na auséncia ou presencga de estimulo
com dynabeads. (C) Proliferacdo de linfécitos T CD4 estimulados com dynabeads, na presenca de
linfécitos T CD8 na proporgao de 1:1. Foram utilizados linfécitos T CD8 total e tumor-reativos obtidos
do sangue e do tumor de um paciente com cancer de mama.
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4.8 Funcao dos linfocitos T CD4 reativos para tumores de mama

Linfécitos T CD4 reativos para tumores de mama foram encontrados, com
diferentes frequéncias, entre individuos com e sem tumores de mama. A determinacgao
da funcdo destes na resposta imune ao cancer foi avaliada utilizando diferentes
estratégias. Primeiramente, os linfocitos T CD4 foram avaliados quanto ao padréao de
secrec¢do de citocinas, para determinar a porcentagem de linfocitos Thl, Th2, Th17 e
Treg dentre estas células. A estabilidade de tal fenétipo T helper nas células reativas
para tumores foi avaliada ao nivel de célula Unica, utilizando-se clones de linfocitos T
CD4 tumor-reativos obtidos dos pacientes. Por fim, estudos foram feitos visando
avaliar a funcéo destes linfocitos T CD4, por meio da avaliacdo de seu fenétipo de
membrana e de ensaios realizados com 0s sobrenadantes destas células, realizando-
se, também, estudos de correlacdo entre a presenca destas células e neutrofilos no

tumor.

4.8.1 Secrec¢do de citocinas por células T CD4 reativas para cancer de mama

No intuito de determinar o padrdo de resposta dos linfécitos T CD4 tumor-
reativos encontrados em controles e pacientes, o perfil de secrecao destes foi
avaliado por citometria de fluxo, por meio da marcacao intracelular com anticorpos
especificos para as citocinas IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 (ver Figura 12). Para isso, as
células que proliferaram na presenca de DC carregadas com lisados tumorais
(CFSE""“CD25") foram purificadas, expandidas (com PBMC alogeneicas e PHA), e
tratadas com PMA e ionomicina, e brefeldina. O padrdo de producdo de citocinas
por linfécitos T reativos para tumores de mama foi comparado com o obtido com as
células que proliferaram apés ativacdo com antiCD3/CD28 (dynabeds). As células
assim obtidas apresentam multiplas especificidades, e, portanto, permitem inferir o
padrao de citocinas que se obteria ao submeter todos os linfocitos T de um individuo
aos processos de ativacdo, separacao e expansao, necessarios para esta analise. A
porcentagem de linfécitos T com os diferentes perfis analisados foi calculada por

meio da analise boleana da expressao das quatro citocinas estudadas.
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Figura 43 — Perfil dos linfocitos T CD4 reativos para cancer de mama. Porcentagem de linfécitos T
CD4, em doadores saudaveis e pacientes com cancer de mama, com fendtipo Thl (IFN-y*), Th2 (IL-4%),
Th17 (IL-17%), Treg (IL-10%), Th1/2 (IFN-y* IL-4*), Th1/17 (IFN-y* IL-17*), com outros perfis, ou ThO (IFN-
vy IL-47 IL-17" IL-10°). Linfécitos T totais sdo aqueles que apresentaram fendtipo CFSE'CD25* apds
ativacdo com dynabeads. Linfécitos T reativos para cancer de mama foram aqueles que apresentaram
fendtipo CFSEYCD25* apds cocultura com DC carregadas com lisados tumorais. (A) Linfocitos T totais
no sangue de individuos controles (n=7). (B) Linfdcitos tumor-reativos no sangue de individuos
controles (n=8). (C) Linfécitos T totais no sangue de doentes com cancer de mama (n=17). (D) Linfdcitos
tumor-reativos no sangue dos doentes (n=14). (E) Linfdcitos T totais no tumor dos pacientes (n=14).
(F) Linfécitos tumor-reativos infiltrando tumores de mama (n=8).
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Nos doadores saudaveis, o perfil de citocinas produzido pelos linfocitos T CD4
reativos para tumores de mama foi bastante similar ao obtido dentre os linfécitos T
totais presentes no sangue desses individuos (Figura 43). Ademais, linfocitos T CD4
do sangue dos doentes apresentaram um fendtipo parecido ao encontrado nos
doadores saudaveis, o que também foi observado dentre os linfécitos T tumor-reativos
sanguineos. Juntos, estes dados indicam que a presenca do tumor de mama nao foi

suficiente para causar mudancas significativas nas células sanguineas.

Figura 44 — Padrdo Th1/Th17 dentre linfécitos T especificos para cincer de mama. (A) Porcentagem
de linfécitos T totais ou tumor-reativos capazes de secretar IFN-y. (B) Porcentagem de linfdcitos T totais
ou tumor-reativos capazes de secretar IL-17. (C) Porcentagem de linfdcitos T totais ou tumor-reativos
com fendtipo Th1/17, ou seja, duplo produtores de IFN-y e IL-17. (D) Gréfico representativo da
expressao de IFN-y e IL-17 por linfdcitos T tumor-reativos presentes no sangue e infiltrantes de um

tumor de mama.
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Ao analisar os linfocitos T infiltrantes do tumor, porém, diversas diferencas
significativas foram encontradas, principalmente com relagéo as citocinas IFN-y e IL-
17. A porcentagem de linfécitos T produtores de IFN-y dentre os T-TIL foi

significativamente maior ao encontrado no sangue tanto dos pacientes, quanto dos
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doadores saudaveis, 0 que ndo aconteceu quando se analisou apenas os linfocitos T
reativos para o tumor (Figura 44A). Por outro lado, aqueles capazes de reagir contra
antigenos tumorais presentes no tumor dos pacientes apresentaram maior
capacidade de produzir IL-17 (Figura 44B). A presenca de linfocitos Th17 em cancer
de mama ja foi descrita, sendo relacionada tanto a um papel anti quanto pro-tumoral
(THIBAUDIN et al., 2016; YANG et al., 2012). Ao analisar a expressao combinada das
citocinas IFN-y e IL-17 nos linfécitos T, observamos um aumento significativo de
linfocitos Th1/17, duplo produtores destas citocinas, dentre os linfocitos T tumor-
reativos infiltrando o tumor dos doentes (Figura 44C). A estabilidade destas células
Th1/17, assim como sua possivel funcdo no cancer de mama, serdo discutidas

adiante.

4.8.2 Perfil helper de clones de linfocitos T reativos para cancer de mama

A partir dos linfocitos T tumor-reativos de pacientes isolados por FACS, fomos
capazes de gerar populacdes de clones de linfécitos T por meio da diluicdo limitante
e expansao com PBMC irradias e PHA. Intrigantemente, os clones assim gerados nem
sempre apresentavam um fenétipo Unico de células helper (Figura 45). Alguns destes
clones apresentaram uma populacdo de células ndao-polarizadas, o que
provavelmente indica uma perda da capacidade funcional destas células. Este
fenotipo ThO foi mais frequentemente encontrado nos linfocitos T isolados do sangue
(Figura 46). Por outro lado, clones com células Th1/17 sempre apresentaram, junto,
uma porcentagem de linfocitos Th1l. Ha muito se sabe da existéncia, em humanos, de
clones de linfécitos T capazes de expressar mais de uma citocina caracteristica de
subtipos helper distintos (Thl e Th2) (MEYAARD et al., 1994). De fato, hoje sabe-se
gue um unico clone de linfocitos T CD4 é capaz de dar origem a células com fenotipos
distintos, gerando populacdes clonais heterogéneas (BECATTINI et al., 2015). Além
disso, linfocitos T helper apresentam alta plasticidade, podendo modificar seu fenétipo
com o tempo (GEGINAT et al., 2014). Linfocitos Th17 especificos para a proteina
MAGE, por exemplo, podem se converter progressivamente em linfocitos Th1/17 in
vivo (HAMAI et al., 2012). Na verdade, linfécitos Th17 podem perder completamente
sua capacidade de produzir IL-17, se tornando produtoras apenas de IFN-y, tornando-
se células ex-Th17 (linfécitos Thl ndo-classicos), que sao funcionalmente distintas de
células Th17 e de células Thl (BASDEO et al., 2017).
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Figura 45 — Exemplos de expressdo de IFN-y e IL-17 por clones de linfécitos T obtidos de pacientes
com cancer de mama. Graficos da expressdo de IFN-y e IL-17 obtidos de clones diferentes, sendo
alguns majoritariamente produtores de IFN-y, e outros com populagdes mistas ndo produtoras de IFN-
y ou produtoras de ambas as citocinas.
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Figura 46 — Fenétipo Th1/Th17 de clones de linfécitos T obtidos de pacientes com cdncer de mama.
Gréficos mostrando a proporc¢do de células de cada populagdo clonal que expressavam IFN-y (Th1), IL-
17 (Th2), as duas (Th1/17) ou nenhuma (ndo-polarizado) das duas citocinas. (A) Clones de linfécitos T
provenientes de linfécitos T totais do sangue de pacientes. (B) Clones de linfdcitos T provenientes de
linfécitos T tumor-especificos do sangue de pacientes. (C) Clones de linfocitos T provenientes de
linfécitos T totais infiltrando o tumor de pacientes. (D) Clones de linfocitos T provenientes de linfécitos
T tumor-reativos infiltrando o tumor de pacientes.

I ™
Il Th17
B Th1/Th17
1 Tho

Assim, visando avaliar a estabilidade do fenétipo das populacdes clonais, e se
aguelas com fendtipo produtor de IL-17 perdiam tal capacidade com o tempo, 0s
linfécitos T foram reestimulados por mais 20 dias com PBMC alogeneicas e PHA,
sendo avaliados novamente quanto a sua capacidade de produzir citocinas ao término
da expanséo. Dentre os clones com células suficientes para refazer a analise, muitos
apresentaram um fendétipo bastante similar ao obtido anteriormente (Figura 47). De

modo geral, observou-se um aumento de células nédo-polarizadas apds a segunda
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estimulacdo, principalmente dentre aqueles clones que ja apresentavam uma
populacao inicial de células com tal fendtipo. Isso sugere uma perda funcional das
células, o que vai ao encontro dos dados de menor proliferacédo dos linfécitos T apos
expansao in vitro (APENDICE B). Este fendmeno, que ja era esperado, indica que
estas células podem estar sofrendo de exaustédo devido ao longo tempo de cultivo e
multiplas estimulac@es, e reitera a importancia de realizacdo dos ensaios funcionais
com células com o menor tempo de cultura possivel, afim de sermos capazes de

avaliar sua capacidade funcional.

Figura 47 — Analise temporal do fenétipo Th1/Th17 de clones de linfécitos T. A expressio de IFN-y e
IL-17 foi realizada em clones de linfocitos T apds uma (grafico superior) ou duas (grafico inferior)
estimulagdes inespecificas de 20 dias com PBMC alogeneicas e PHA. (A) Clones que apresentaram perfil
de resposta semelhante apds a segunda estimulacdo (B) Clones que apresentaram algumas diferencas
guanto ao seu padrao de secrecdo de citocinas.
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Por outro lado, ndo observamos uma clara tendéncia dos clones com
populacdes Th1/17 de se transformarem em Thl. Pelo contrario, o clone 9, que era
majoritariamente Th1, por exemplo, passou a ter, apoés a segunda estimulag¢édo, mais
de 20% de suas células com fendtipo Thl/17. O clone 2, que apresentava uma
populacao mista, por ouro lado, manteve praticamente a mesma proporc¢éao de células
Thl,Thl7 e Th1/17 (Figura 47). Assim, ao contrario do descrito na literatura, os clones

agui obtidos apresentaram expressao relativamente estavel de IL-17, e de IFN-y.
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4.8.3 Possivel funcéo supressora de linfocitos T reativos para cancer de mama

Conforme discutido anteriormente, a funcéo de linfécitos Th1/17 no cancer ainda
€ pouco elucidada. Uma vez que estes foram encontrados em maior frequéncia dentre
os linfocitos T reativos para tumores de mama que estavam presentes dentro do tumor
dos pacientes, um estudo das possiveis funcbes destas células foi realizado.
Primeiramente, avaliamos o possivel papel na resposta imune ao cancer da producgéo
de IFN-y por estas células. Esta citocina ja foi associada a papéis antagdnicos na
resposta imune antitumoral (MANDAI et al., 2016). Um papel pré-tumoral que pode
ser exercido por IFN-y é o de induzir a expressao da molécula reguladora PD-L1 nas
células tumorais. Em tumores de mama, a expressdo de PD-L1, apesar de
relativamente baixa, se correlaciona com a presenca de linfocitos T citotoxicos (ALl et
al., 2015), e linhagens de mama sao capazes de aumentar a expressao de PD-L1
quando tratadas com IFN-y recombinante (SOLIMAN; KHALIL; ANTONIA, 2014).
Assim, avaliamos se o IFN-y presente no sobrenadante dos linfocitos T tumor-reativos
ativados poderia aumentar a expressao de PD-L1 nas células tumorais de mama.

Para isso, linfécitos T totais ou tumor-reativos foram ativados ou ndo com
dynabeads, sendo seu sobrenadante coletado apds 72 horas e adicionado a cultura
de células tumorais. O sobrenadante de linfocitos T especificos e ndo especificos para
tumores foi capaz de aumentar a expressado de PD-L1 em células da linhagem MCF-
7, assim como a adicdo de IFN-y a estas células (Figura 48A). Este aumento foi maior
guando o sobrenadante utilizado veio de linfocitos T ativados com dynabeads. Este
aumento também foi observado em células primarias tratadas com sobrenadante dos
linfécitos T autdlogos (Figura 48B) e em células da linhagem MCF-7 tratada com o
sobrenadante de cultura de clones de linfcitos T (Figura 48C). Ainda, esta expressao
de PD-L1 foi significativamente reduzida quando as células MCF-7 eram tradas com
sobrenadantes de linfécitos T que haviam sido depletados de IFN-y por meio da
ligacdo deste em placas recobertas de anticorpos contra esta citocina (Figura 48D).
Logo, linfécitos T CD4 tumor-reativos dos pacientes foram capazes de induzir um
aumento de PD-L1 nas células tumorais, sendo parte deste aumento dependente da
secrecdo de IFN-y por estas células. Linfocitos T ndo-especificos também tiveram o
mesmo efeito, uma vez que estas também foram capazes de produzir tal citocina

quando ativados.
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Figura 48 — Expressao de PD-L1 por células tumorais tratadas com sobrenadante de linfocitos T CD4.
(A) Porcentagem de expressdo de PD-L1 em células MCF-7 tratadas com IFN-y recombinante (n=4), ou
sobrenadante de linfécitos T de pacientes, ativados ou ndo com dynabeads. Sobrenadante de linfécitos
T total (n=5) e tumor-especificos (n=5) do sangue, assim como T-TIL total (n=4) e tumor-infiltrante
(n=2), foram utilizados. (B) Expressdao de PD-L1 de células de tumores primarios tratados com
sobrenadantes de linfdcitos T relativa as células que ndo receberam o sobrenadante. (C) Expressdo de
PD-L1 em células MCF-7 tratadas com sobrenadante de clones de linfdcitos T total (n=14) e tumor-
especificos (n=12) do sangue, assim como clones de T-TIL total (n=27) e tumor-infiltrante (n=3). (D)
Expressdo de PD-L1 em células MCF-7 tratadas com sobrenadante de linfdcitos T ativados previamente
incubados em placas recobertas de anticorpos de isotipo controle (IgG) ou de anticorpos especificos
para IFN-y, e, portanto, gerando sobrenadantes depletados de tais citocinas. A expressao foi calculada
relativamente ao encontrado em células MCF-7 ndo tratadas com sobrenadante de linfdcitos T.
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Figura 49 — Correlagdo entre a presenca de neutréfilos infiltrantes do tumor e linfécitos Th1/17. (A)
Estratégia de andlise da presenca de neutrdfilos dentre as células presentes na suspensao obtida da
digestdo de tumores de mama. (B) Correlagdo entre a porcentagem de neutréfilos dentre o infiltrado
imune (CD45) e a porcentagem de linfécitos T expressando IL-17 dentro do tumor. (C) Correlagcdo entre
a porcentagem de neutrdfilos dentre o infiltrado imune (CD45) e a porcentagem de linfocitos Th1/17
dentro do tumor.
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Em seguida, avaliamos a possivel funcdo da citocina IL-17 produzida pelas
células Th1/17 e Thl7 nos tumores de mama. Ja se sabe que, em modelos de
camundongo, a presenca da citocina IL-17 em cancer de mama é capaz de recrutar
neutrofilos pro-tumorais para o microambiente do tumor, o que auxilia na progressao
da doenca (BENEVIDES et al., 2015). O mesmo trabalho, realizado por cientistas
brasileiros, também mostra a correlacédo entre a presenca de IL-17 em tumores de
pacientes com cancer de mama, e um pior prognoéstico destes doentes. Portanto,
avaliamos se haveria alguma correlacéo entre a presenca de linfécitos T produtores
de IL-17 no tumor, e a presenca de neutrdfilos infiltrantes. Para isso, a suspensao de
células obtidas apos a digestdo do tumor foi avaliada por citometria de fluxo para a

presenca de neutréfilos (CD11b*CD16*CD66b*). De fato, a presenca de linfocitos T
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totais produtores de IL-17, e de linfécitos Th1/17 se correlacionou positivamente com
a porcentagem de neutrdfilos dentre o infiltrado imune presente no tumor dos

pacientes com cancer (Figura 49).

Figura 50 — Expressdo de CD39 por linfécitos T reativos para tumores de mama. (A) Graficos
representativos entre a expressao de CD39 e IL-17 de linfdcitos T tumor-reativos ou totais do sangue
ou infiltrantes de um paciente com cancer de mama. (B) Porcentagem de linfocitos T capazes de
expressar CD39, dentre aqueles reativou ou ndo para o tumor dos pacientes. (C) Expressdao de CD39
pelas subpopulag¢ées ThO (IFN-y'IL-177), Th1, Th17 e Th1/17 de linfécitos T totais (n=6) e tumor-reativos
(n=4) do sangue e tumor de pacientes com cancer de mama.
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Por fim, também avaliamos a expressdo da ectonucleotidade CD39 dentre os
linfécitos T reativos para tumores de trés pacientes com cancer de mamas. Isto foi
feito pois ja foi descrito que, em tumores de mama, parece existir um acumulo de
linfécitos Th17 que expressam CD39 e CD73, que parecem ser capazes de exercer
funcbes supressoras dependentes de adenosina (THIBAUDIN et al., 2016).
Intrigantemente, todos os linfécitos T CD4 avaliados apresentaram uma alta
expressao de CD39, independente de sua especificidade ser tumoral ou ndo (Figura
50). De fato, mesmo quando avaliamos cada populacdo (ThO, Thl, Thl7 e Thl7)
separadamente, ndo fomos capazes de encontrar uma populagéo capaz de expressar

mais CD39 do que as outras, ainda que parega existir uma tendéncia de maior
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expressao de CD39 pelos linfécitos Th17 e Th1/17 tumor-reativos, guando comparado
aos Th17 ou Th1/17 com todas as especificidades. Estes dados indicam que linfécitos
T CD4 de pacientes podem apresentar uma capacidade supressora dependente de
CD39, mas esta parece ndo depender da especificidade destes linfécitos, nem de seu

padréao de producéo de citocinas.

Figura 51 — Esquema com as possiveis fun¢des supressoras exercidas por linfécitos Th1/17 em cancer
de mama. A producdo de IFN-y poderia induzir a expressdao da molécula supressora PD-L1 por células
tumorais, enquanto a producdo de IL-17 pode induzir o recrutamento de neutrdéfilos pré-tumorais. Por
outro lado, estas células também apresentaram expressao de CD39, que é capaz de clivar o ATP, por
uma via que pode culminar na formacdo de adenosina, que apresenta capacidade de suprimir linfocitos
T efetores.

Recrutamento 60 o
de neutrdfilos N
pré-tumorais coe

Assim, fomos capazes de mostrar que os linfécitos Th1/17 tumor-reativos que
foram encontrados nos pacientes com cancer de mama podem vir a exercer funcdes
supressoras por trés vias diferentes, ainda que estas nao sejam restritas aos linfocitos
Th1/17, ou a linfocitos T reativos ao tumor: a inducdo de PD-L1 em células tumorais
relacionada a sua capacidade de produzir IFN-y; o recrutamento de neutréfilos pro-
tumorais via producdo de IL-17; e a supressédo de linfocitos T efetores por meio da

clivagem de ATP em adenosina, que apresenta funcdes supressoras (Figura 51).



122

4.9 Citocinas produzidas por linfécitos T CD4 reativos para glioblastoma

Como discutido anteriormente, fomos capazes de encontrar, tanto em
individuos saudaveis como pacientes com glioblastoma multiforme, linfocitos T GBM-
reativos. Além disso, essa frequéncia aumentou em um paciente sendo tratado com
uma vacina terapéutica de hibridos de células dendriticas e células tumorais. Em vista
disso, a avaliagdo da funcéo de tais linfocitos se torna importante para inferir o papel
(pré- ou antitumoral) que estes poderiam estar exercendo no contexto tumoral. Logo,
avaliamos a capacidade de producdo de citocinas caracteristicas de alguns subtipos
de linfocitos T helper — Thl, Th2, Thl7 e Treg — pelos linfécitos T GBM-reativos
encontrados no sangue dos doentes, e se esta era alterada ap0s cirurgia e intervencao

imunoterapéutica.

4.9.1 Padrao de producéao de citocinas por linfocitos T GBM-reativos

Visando avaliar a producéo de citocinas nos linfécitos T GBM-reativos, estes
foram purificados por FACS (CFSE'°"CD25%), expandidos com PBMC alogeneicas e
PHA, e avaliados quanto a sua capacidade de produzir IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17. A
porcentagem de células produtoras de cada citocina foi determinada por marcacao
intracelular, apés tratamento destas células com PMA, ionomicina e brefeldina por
16 horas. Primeiramente, tal analise foi realizada em doadores saudaveis (Figura
52). Em doadores saudaveis, o perfil de linfécitos T helper encontrado nas células
GBM-reativas foi bastante similar ao encontrado nos linfécitos T ativados com
dynabeads, que ndo apresentam uma especificidade Unica (Figura 52A e B). Este
fendmeno, que também foi encontrado utilizando-se lisados de tumores de mama,
conforme mostrado anteriormente, indica que os linfécitos T tumor-reativos
encontrados nos doadores saudaveis ndao apresentam um desvio preferencial para
a producao de uma determinada citocina.

Além disso, assim como descrito para 0s pacientes com cancer de mama,
nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os linfocitos T presentes no
sangue dos individuos saudaveis e nos individuos com glioblastoma multiforme
estudados (Figura 52A e C), reiterando a ideia de que a presenca de um tumor nao
é suficiente para desviar de maneira clara a resposta sistémica de todos os linfocitos

T CD4. Contrariamente, pacientes com glioblastoma parecem apresentar uma menor
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concentracdo de IL-12 e maior concentracdo de IL-10 circulante (KUMAR et al.,
2006). Nossos dados indicam que este efeito tumoral sistémico, porém, deve ser
causado por mudanca na secre¢ao destas citocinas por outras células, que néo pelos
linfécitos T CDA4.

Figura 52 — Perfil dos linfocitos T CD4 GBM-reativos no sangue. Porcentagem de linfécitos T CD4, no
sangue de doadores saudaveis e pacientes com GBM, com fendtipo Thl (IFN-y*), Th2 (IL-4*), Th17 (IL-
17*), Treg (IL-10%), Th1/2 (IFN-y* IL-4*), Th1/17 (IFN-y* IL-177), com outros perfis, ou ThO (IFN-y" IL-4 IL-
17" IL-10"). Linfécitos T totais s3o aqueles que apresentaram fenétipo CFSE®"CD25* apds ativagdo com
dynabeads. Linfécitos T GBM-reativos foram aqueles que apresentaram fenétipo CFSE'“CD25* apds
cocultura com DC carregadas com lisado tumoral de pacientes. (A) Linfocitos T totais no sangue de
individuos controles (n=2). (B) Linfécitos GBM-reativos no sangue de individuos controles (n=3). (C)
Linfécitos T totais no sangue de pacientes com glioblastoma multiforme (n=11). (B) Linfécitos GBM-
reativos no sangue de pacientes com glioblastoma multiforme (n=7).
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Por outro lado, os linfécitos T GBM-reativos dos doentes apresentaram
diferencas significativas quando comparado aos linfocitos T totais dos mesmos

pacientes, como, por exemplo, uma menor porcentagem de linfécitos T CD4 com
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fendtipo Thl/2 (porcentagem de linfocitos T CD4 totais com fenétipo Th1/2: 8,5 + 11,0,
n=11, versus porcentagem de linfécitos T CD4 GBM2-reativos com fenétipo Th1/2: 1,8
+ 1,4, n=6; p=0,015). Na verdade, nos doentes, os linfoécitos T CD4 GBM-reativos
parecem estar mais polarizados para o perfil Thl, do que os outros linfocitos do
sangue do mesmo paciente. Contrariamente, Shimato e coautores reportam um viés
Th2 dentre os linfécitos T tumor-especificos em pacientes com gliomas malignos, mas
a analise foi realizada apenas dentre aqueles linfécitos T que eram especificos para
peptideos provenientes de dois TAA (SHIMATO et al., 2012). A literatura carece de
uma analise mais ampla dos linfécitos T tumor-reativos, como a que aqui foi realizada,
o que torna dificil a comparacéo direta entre os resultados. Podemos ressaltar, porém,
que este viés de resposta Thl dentre os linfécitos T CD4 tumor-reativo foi menor nos
individuos com canceres de mama, onde os linfécitos T CD4 tumor-reativos com

outros fendtipos também foram encontrados com uma frequéncia relativamente alta.

Figura 53 — Perfil geral dos linfécitos T CD4 infiltrando tumores de GBM. Porcentagem de linfécitos T
CD4, no tumor de individuos com glioblastoma multiforme com fenétipo Th1 (IFN-y*), Th2 (IL-4*), Th17
(IL-17%), Treg (IL-10%), Th1/2 (IFN-y* IL-4%), Th1/17 (IFN-y* IL-17*), com outros perfis, ou ThO (IFN-y IL-4°
IL-17" IL-107) (n=7).
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Também fomos capazes de determina o padrao de producgédo de citocinas pelos
linfécitos T CD4 presentes dentro do tumor dos pacientes (T-TIL) (Figura 53). Os T-
TIL apresentaram uma porcentagem significativamente maior de linfocitos Th1l do que
a encontrada nos linfécitos T CD4 sanguineos (porcentagem de linfécitos T CD4 do

sangue com fendtipo Thl: 31,44 + 21,0, n=11, versus porcentagem de linfécitos T-TIL



125

com fendtipo Thl: 58,4 + 28,9, n=7; p=0,035). Os T-TIL também apresentaram uma
porcentagem menor de células ndo polarizadas, que, apesar de nao ter sido
estatisticamente significativa, indica que, assim como nos tumores de mama, 0S
linfécitos T-TIL do GBM sao, em sua maioria, linfécitos T capazes de produzir ao
menos uma das citocinas de perfil de resposta analisadas (porcentagem de linfécitos

ThO CD4 do sangue: 46,1 + 21,4, n=11, versus porcentagem de linfécitos T-TIL ThO:
25,32 + 24,9, n=7; p=0,078).

4.9.2 Mudanca no perfil de linfécitos T ap6s procedimento cirdrgico

Conforme anteriormente mostrado, a cirurgia de retirada do tumor foi capaz de
diminuir a porcentagem de linfocitos T CD4 e CD8 GBM-reativos nos doentes, um
processo que pode ter sido desencadeado pelo estresse cirlrgico ou pela maior dose
de dexametasona ministrada a estes pacientes apds a cirurgia para conter o edema.

Logo, avaliamos também a capacidade da cirurgia de modular a producao de citocinas

por linfécitos T CDA4.

Figura 54 — Produgao de citocinas por linfécitos T sanguineos de um paciente antes e apds remogao
do tumor. Graficos mostrando a expressdo de citocinas por linfécitos T totais ou GBM-reativos
presentes no sangue de um paciente com GBM, logo antes do procedimento cirdrgico, ou um més
apos a retirada do tumor. Para a andlise, os linfocitos T foram isolados, expandidos, e avaliados quanto
a capacidade de producdo de citocinas, por citometria de fluxo.
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Surpreendentemente, em um paciente avaliado logo antes e um més apos a
cirurgia, o processo de remocéao do tumor foi capaz de alterar profundamente tanto os
linfécitos T CD4 GBM-reativos quanto os com especificidade diversa (Figura 54). De
fato, ao analisar os linfocitos T do sangue de trés pacientes que haviam passado por
cirurgia de remocdo do tumor a um més, observou-se uma quantidade
significativamente maior de linfécitos Thl (porcentagem de linfocitos T CD4 com
fenotipo Thl antes da cirurgia: 31,4 = 21,0, n=11, versus porcentagem de linfocitos
Thl pés-cirurgia: 63,0 + 22,6, n=3; p=0,041), e menor de linfécitos T ndo polarizados
(porcentagem de linfécitos ThO CD4 do sangue pré-cirurgia: 46,1 £ 21,4, n=11, versus

porcentagem de linfécitos ThO apos a cirurgia: 15,22 + 8,2, n=7; p=0,034).

Figura 55 — Perfil dos linfécitos T CD4 GBM-reativos apos remogao cirurgica do tumor. Porcentagem
de linfdcitos T CD4, no sangue de pacientes um més apds a remocao cirdrgica do tumor, com fenétipo
Thl (IFN-y*), Th2 (IL-4*), Th17 (IL-17%), Treg (IL-10%), Th1/2 (IFN-y* IL-4*), Th1/17 (IFN-y* IL-17*), com
outros perfis, ou ThO (IFN-y” IL-4" IL-177 IL-10). (A) Linfécitos T totais (CFSE'®“CD25* apds ativagdo com
dynabeads) no sangue de pacientes, um més apds a remoc¢ado do tumor (n=3). (B) Linfécitos T GBM-
reativos (CFSE'“CD25* apds cocultura com DC carregadas com lisado tumoral do paciente) no sangue
de doentes, um més apds a remocao do GBM.
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Tais mudancas no sentido de uma ativacdo geral do sistema sao
surpreendentes quando se considera o contexto destes pacientes, e do fato de estes
estarem sob tratamento com dexametasona. O efeito da cirurgia na resposta imune
parece ser complexo, e variar temporalmente, sendo mais profundo logo apds a
cirurgia, quando uma imunossupressao sistémica € geralmente reportada
(DABROWSKA; SLOTWINSKI, 2014). Os efeitos aqui descritos, uma vez que foram
avaliados apés um periodo maior do evento cirargico, podem ndo ser um reflexo direto

deste estresse cirurgico per se, mas da auséncia do tumor primario. Neste momento
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da analise, o sistema imune dos pacientes provavelmente ndo estaria mais sob o
efeito imunossupressor induzido pelos tumores de glioblastoma multiforme, que, por
exemplo, diminuem significativamente a quantidade de linfocitos T CD4 circulantes
nos doentes (GUSTAFSON et al.,, 2010). Logo, as alteragbes gerais observadas
poderiam ser consequéncia da repopulacao destas células.

Por outro lado, os linfécitos T GBM-reativos, apesar de estarem presentes em
menor frequéncia como mostrado anteriormente, foram encontrados, ap0s a cirurgia,
com outros fenoétipos que ndo o Thl. Vale notar, porém, que a porcentagem de
linfécitos Thl GBM-reativos ndo reduziu apds a cirurgia; o que reduziu foi a quantidade
de células ndo-polarizadas (ThO) que havia dentre os linfocitos T GBM-reativos no
sangue dos pacientes. Novamente, este efeito poderia ser um reflexo da retirada do
tumor que talvez exercesse uma pressdo constante nas células GBM-reativas da
circulacao.

De qualguer modo, apesar de ndo sabermos o que de fato levou a tais
alteracdes, fomos capazes de mostrar que individuos que sofreram a remocéao de seu
glioblastoma multiforme apresentaram, um més apds a cirurgia, mudancas
significativas no fenétipo de seus linfocitos T CD4 circulantes, além de diminuicdo na
frequéncia e alteracdes na capacidade de producao de citocina dos linfocitos T CD4
tumor-reativos. Estas mudancas sao, provavelmente, decorrentes de uma série de
fatores, como 0 uso de corticosteroides, 0 estresse cirlrgico e a remoc¢ao do tumor.
Recentemente foi observado que a cirurgia pode diminuir a resposta tratamento
imunoterapéutico com o bloqueio de PD-L1 em pacientes com glioblastoma multiforme
(CLOUGHESY et al., 2019), o que reitera ainda mais a importancia do melhor

entendimento do efeito da cirurgia na resposta imune antitumoral.

4.9.3 Efeito do tratamento vacinal na funcao dos linfocitos T GBM-reativos

Fomos capazes de medir diferencgas na frequéncia de linfocitos T GBM-reativos
no sangue de dois pacientes, ap0s estes terem recebido tratamento com vacina de
hibridos de células dendriticas e células tumorais, que se correlacionaram com a
sobrevida dos pacientes e resposta a terapia. Visando avaliar se o fenétipo adquirido
pelos linfocitos T CD4 GBM-reativos ap0s a vacinacdo também era diferente entre
estes doadores, estes foram purificados, expandidos e avaliados quanto a sua

capacidade de producao de citocinas, sendo os dados para IFN-y e IL-17 mostrados
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abaixo (Figura 56). E importante notar que, mesmo que nédo tenha sido detectado
nenhum linfocito T GBM-reativo pelo ensaio de proliferacdo ex vivo, ainda assim foi
possivel realizar a andlise de citocinas, uma vez que um numero de linfécitos T ainda
maior do que o usado para determinar a frequéncia, foi estimulado apenas para

realizacdo desta analise.

Figura 56 — Produgdo de IFN-y e IL-17 por linfécitos T CD4 GBM-reativos, antes e apos tratamento
imunoterapéutico de dois pacientes. Porcentagem, no sangue dos pacientes, de linfécitos T CD4 totais
ou GBM-reativos expressando IFN-y e IL-17, apds vacinacdo com hibridos de células dendriticas e
células tumorais. (A) Perfil dos linfécitos T CD4 no paciente com aumento da frequéncia de linfécitos
T apds vacinacdo (dose 3). (B) Perfil dos linfocitos T CD4 no paciente com diminuicdo da frequéncia de
linfécitos T apds vacinacdo (dose 2).
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Os linfécitos T CD4 reativos para GBM no sangue dos dois doentes
apresentaram perfis diferentes. Enquanto a maioria dos linfécitos T CD4 GBM-reativos
do paciente com frequéncia crescente de reatividade eram Thl, uma populagcdo de
linfécitos T GBM-reativos produtores de IL-17 foi observada no paciente com piora na
frequéncia de resposta ao tumor. O efeito da presenca de linfocitos produtores de IL-
17 em glioblastoma ainda é bastante discutido, sendo geralmente descritos os
mesmos efeitos antagdnicos descobertos para outros tipos tumorais (PARAJULI,
MITTAL, 2013). Porém, ja foi mostrado que a citocina IL-17, em gliomas de alto grau,
facilitaria a capacidade supressora de linfocitos CD4 reguladores (LIANG et al., 2014).
Conforme discutido anteriormente, os linfocitos Th1/17 podem apresentar um papel
pro-tumoral no cancer de mama, mas seu papel em glioblastoma carece de maiores
estudos.

Apenas com a analise temporal da resposta dos linfocitos T CD4 é possivel
responder se a vacinagao é capaz de alterar o padréo de citocinas liberados pelos
linfécitos T CD4 reativos para GBM. Esta analise pode ser realizada no paciente cujos

linfécitos T apresentaram reatividade crescente ao seu tumor (Figura 57). Neste
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paciente, foi possivel observar uma diminuicdo na porcentagem de linfécitos Th2,
Thl7, Thl/2 e Th1l/17, e aumento na porcentagem de linfécitos Thl reativos para o
tumor aut6logo do paciente apds a vacinacao. Também foi observado a diminui¢éo de
uma populacéo de linfocitos T com padrdo de expresséo de citocinas diferente dos
destacados (outros). Ao analisar tal populacéo, percebemos que grande parte destes
eram capazes de produzir IL-10. A porcentagem de linfocitos T GBM-reativos
produtores de IL-10 antes da vacinacdo era de mais de 8% das células (Figura 58).

Esta, reduziu consistentemente apos as doses de vacinagao.

Figura 57 — Perfil dos linfécitos T CD4 GBM-reativos antes e apds tratamento imunoterapéutico de
um paciente. Porcentagem, no sangue de um doente, de linfécitos T CD4 reativos para GBM com
fendtipo Thl (IFN-y*), Th2 (IL-4%), Th17 (IL-17*), Treg (IL-10%), Th1/2 (IFN-y* IL-4%), Th1/17 (IFN-y* IL-17%),
com outros perfis, ou ThO (IFN-y" IL-4" IL-17" IL-10). A porcentagem foi avaliada no sangue do paciente
logo antes da vacinagdo, e apds 2 e 3 doses de vacina com hibridos de células dendriticas e células
tumorais
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Figura 58 — Produgdo de IL-10 por linfécitos T CD4 GBM-reativos, antes e apds tratamento
imunoterapéutico de um paciente. Porcentagem, no sangue de um doente, de linfécitos T CD4
expressando IL-10. A porcentagem foi avaliada no sangue do paciente logo antes da vacinacdo, e apds
2 e 3 doses de vacina com hibridos de células dendriticas e células tumorais
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Assim, neste paciente testado, observamos uma modulagédo no sentido de
diminuir a resposta reguladora, caracterizada pela producéo de IL-10, e aumentar a
populacdo de linfocitos Thl reativos para o tumor. Estas alteracfes que, ao que tudo
indica, foram induzidas pela vacinacao, podem ser tanto um reflexo de uma ativacéo
e diferenciacao de linfécitos T naive pela vacina, quanto de uma mudanca no fenétipo
das células ja diferenciadas, uma vez que linfocitos T helper apresentam uma
plasticidade celular elevada (GEGINAT et al.,, 2014). Todavia, independente do
fendbmeno predominante, estes estdo modificando o fenétipo dos linfécitos T CD4 para
um fendtipo mais antitumoral, que € condizente com a melhora do paciente e sua
sobrevida elevada apds a vacinacgdo. Estes resultados mostram que intervencdes
imunoterapéuticas podem modular ndo so a frequéncia de linfécitos T tumor-reativos,
guanto o fendtipo destas células, além de reiterar a importancia translacional de

entender e estudar o repertorio de linfécitos T reativos para cancer.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que:

R/
L X4

Individuos saudaveis apresentam linfocitos T de memodria reativos para
antigenos tumorais, que, por serem células de memaria, seriam capazes de
patrulhar os tecidos, e, portanto, de exercer fungcdes de imunovigilancia contra

0 cancer.

A frequéncia e a relacdo entre linfocitos T tumor-reativos CD4 e CD8 nos
pacientes com cancer podem diferir significativamente entre pacientes com
tumores gerados em tecidos diferentes, mas também entre subtipos de tumores

com a mesma origem.

Em humanos, as frequéncias de linfécitos T tumor-reativos no sangue e
infiltrando os tumores podem nao apresentar uma correlacéo direta, fazendo
com que seja necessario cuidado ao tentar considerar dados de imunidade
antitumoral no sangue como representativos das condigdes encontradas dentro

do tumor.

Apesar da falta de correlagdo entre sangue e tumor, a analise da frequéncia,
assim como da funcao, dos linfécitos T tumor-reativos no sangue dos pacientes
pode fornecer informacdes com possivel valor progndstico, e que ajudem no
entendimento da evolucdo do repertorio antitumoral durante intervencdes

imunoterapéuticas.

Linfocitos T especificos para proteinas proprias consideradas associadas a
tumores (como o Her2) podem estar presentes, em frequéncias relativamente
elevadas, no sangue de individuos saudaveis e com cancer, podendo vir a

contribuir significativamente com a resposta imune ao cancer.

Linfocitos T CD8 especificos para Her2 parecem ser capazes de eliminar

apenas ceélulas com expressdao aumentada desta molécula, indicando que
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estes parecem ser capazes de discernir o nivel de expressao desta molécula,

reagindo apenas quando uma expressao elevada é detectada.

X/
°e

Linfocitos T CD8 tumor-reativos, além de sua capacidade citotoxica ja bem
descrita na literatura, podem, também, suprimir a resposta imune, por meio do
bloqueio da proliferacéo de linfocitos T CD4. Este possivel viés pro-tumoral dos
linfocitos T CD8 reitera a importancia da determinacdo da funcdo de tais

células, quando estas estao presentes infiltrando tumores.

X/

% Linfécitos T CD4 tumor-reativos, mesmo quando ndo apresentam um fenotipo
de linfocitos Treg, podem exercer multiplas fun¢des imunossupressoras, Como
aumentar a expressao de PD-L1 em células tumorais, recrutar neutréfilos pro-

tumorais, e produzir adenosina, que tem atividade imunosupressora.

X/

% Linfécitos T CD4 tumor-reativos podem apresentar multifuncionalidade ao nivel
clonal, ou seja, células de um mesmo clone de linfécitos T podem adquirir

fendtipos distintos (Thl, Th17 e Th1l/17) estaveis temporalmente.

% A cirurgia parece modular significativamente, e de maneira sistémica, o sistema
imune dos pacientes, por meio da diminui¢cdo do namero de linfécitos T tumor-

reativos e alteracdo em sua capacidade de producéo de citocinas.

7

% A vacinacdo com hibridos de células dendriticas e tumorais é capaz de
aumentar a frequéncia de linfécitos T tumor-reativos no sangue dos pacientes,
e modular o fendétipo destes. Tais alteracdes podem vir a se correlacionar com
a resposta clinica dos pacientes.

Sendo assim, fomos capazes de mostrar que o estudo do repertério de
linfécitos T tumor-reativos, quando acoplado a andlise de sua frequéncia e fungéo,
contribui para um melhor entendimento da resposta imune antitumoral em humanos.
Esta avaliagdo, quando feita de uma forma mais abrangente como aqui mostrado, &
capaz de revelar caracteristicas da resposta imune tumoral nunca antes descritas, e
gue podem servir como base para o desenvolvimento racional de novas estratégias

imunoterapéuticas.
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APENDICE A - Capacidade linfoestimuladora de diferentes APC

A proliferacéo de linfécitos T depende da correta apresentacdo de antigenos
pelas APC. Uma vez que estamos utilizando ensaios onde a especificidade é
determinada pela capacidade proliferativa do linfocito frente ao seu antigeno cognato,
a escolha da melhor APC € de suma importancia para que o0 ensaio seja mais sensivel.
Apesar de serem consideradas as melhores células estimuladoras de linfocitos T, as
células dendriticas (DC) tem seu uso limitado, uma vez que a quantidade destas que
€ possivel de se obter a partir dos mondcitos do sangue € restrita, devido, por
exemplo, ao fato destas nao proliferarem, e haver uma grande perda durante a
diferenciacdo. Assim, foram feitos experimentos com o objetivo de comparar as
diferentes APC com relacéo a sua capacidade de estimulagéo de linfécitos T, visando
escolher a melhor em relacédo a disponibilidade e capacidade estimuladora, para os
ensaios com antigenos tumorais. Para isso, bibliotecas de linfécitos T CD4 naive e de
memoéria foram montadas por meio de proliferacdo nao-especifica e desafiadas
utilizando mondcitos ou linfocitos B como APC, e, como antigenos, a vacina contra a
gripe (Influvac) ou um pool de peptideos tumorais restritos pelo MHC de classe |l
obtidos a partir de neoantigenos presentes no tumor de um paciente com carcinoma
hepatocelular (MHC Il t-pep). A proliferacdo basal obtida utilizando mondcitos foi
significativamente inferior a obtida quando se utilizou linfécitos B (Figura A.1). De fato,
algumas linhagens de linfécitos T estimuladas pelas células B sem adicdo de qualquer
antigeno apresentaram valores de cpm superiores ao valor limiar (1.000 cpm) utilizado
para determinar as linhagens com reatividade especifica para o antigeno.

Uma possivel explicacéo para este fenbmeno poderia ser a de que, para serem
utilizados nos desafios, os linfécitos B precisam ser previamente expandidos com
células que expressam CD40L, de modo a se obter um namero suficiente de células.
As células K562 ndo expressam moléculas de MHC de classe | ou Il e podem ser
facilmente transfectadas, sendo a linhagem celular humana preferencialmente
utilizada em uma variedade de aplicacdes, sendo até mesmo usadas como células
apresentadoras de antigenos artificiais (BUTLER; HIRANO, 2014). As células K562-
CD40L irradiadas séao utilizadas para expandir linfécitos B e, uma vez que estas
morrem durante a cultura com os linfocitos B, ndo "contaminam” as culturas de
estimulacdo de linfécitos T. Estas células, porém, podem liberar antigenos apos a

morte celular, que poderiam ser capturados pelos linfécitos B. Este processo pode,
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assim, explicar o elevado background das linhagens de linfocitos T estimulados com
linfécitos B, como sendo uma resposta especifica contra antigenos da K562. De fato,
j& observamos, em outro cenario, a expansao de linfécitos T especificos para K562
apos estimulacado de linfocitos T com DC e células K562 (dados de minha dissertacéo

de Mestrado, ndo publicados).

Figura A.1 — Proliferagao basal de linhagens de linfocitos T estimuladas por mondcitos ou por
linfécitos B. (A) Proliferagdo de linfécitos T CD4 naive utilizando mondcitos sem antigenos ou linfécitos
B sem antigenos. (B) Proliferacdo de linfécitos T CD4 de meméria total utilizando mondcitos sem
antigenos ou linfécitos B sem antigenos.
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Mais do que aumentar a proliferacdo basal na presenca de linfocitos B, esta
resposta especifica para K562 induzida por linfécitos B poderia também dificultar a
deteccdo de linfécitos T especificos para tumores, uma vez que a K562 é uma
linhagem de células tumorais (eritroleucemia) e pode ter antigenos tumorais
partilhados com os utilizados para o desafio. Para testar esta hipotese, uma biblioteca
de linfécitos T de um doador saudavel foi desafiada com linfécitos B carregados com
o lisado de células K562, o conjunto de peptideos tumorais restritos pelo MHC de
classe Il ou o toxodide tetanico, como controle positivo.

Embora a proliferagdo tenha sido baixa, foi possivel observar, ao se excluir as
linhagens que tinham mais de 1.000 cpm de proliferacao basal (com linfocitos B sem
antigeno), linhagens que “reagiram” para cada antigeno (Figura A.2A). Curiosamente,
algumas linhagens que reagiram ao lisado da K562 também reagiram ao peptideo
tumoral, mas ndo ao toxdide tetanico (Figura A.2B). Embora existam
aproximadamente 2.000 clones de linfocitos T por linhagem, € possivel que o mesmo
clone esteja proliferando na presenca de ambos os antigenos. De fato, alguns

linfécitos T CD4 que proliferaram na presencga do lisado de K562 no contexto da
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biblioteca também proliferaram, no nivel clonal e de maneira dependente do MHC de
classe IlI, na presenca de linfécitos B sem antigenos (dados ndo apresentados),

suportando a ideia de que os linfocitos B podem apresentar antigenos da K562.

Figura A.2 — Resposta contra o lisado de células K562 em bibliotecas desafiadas com linfécitos B. (A)
Proliferacdo de linhagens de linfécitos T CD4 naive (circulo) e de memodria total (tridngulo) desafiadas
utilizando linfdcitos B. Linhagens com proliferacdo basal superior a 1000 cpm foram excluidas da
analise. (B) Grafico da proliferacdo observada em cada linhagem de linfécitos T CD4 rastreada com
toxdide tetanico e lisado de K562. (C) Grafico da proliferagao observada em cada linhagem de linfdcitos
T CD4 rastreada com peptideo tumoral restrito pelo MHC de classe Il (MHCII t-pep) e lisado de K562.
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Em seguida, comparamos o0s resultados obtidos utilizando mondcitos e
linfocitos B na analise de uma biblioteca de linfocitos T CD4 de memédria com um
antigeno "forte" (vacina contra influenza) ou um antigeno "fraco" (conjunto de
peptideos tumorais restritos pelo MHC de classe II). Ambas as APC foram capazes
de induzir uma forte proliferacdo nos linfécitos T especificos para Influvac, mas
linhagens positivas para o MHC 1l t-pep sé foram encontradas quando se utilizou
mondcitos como APC (Figura A.3A e B). Interessantemente, a maioria das linhagens
gue reagiram a um antigeno quando rastreadas com linfécitos B também reagiram ao
mesmo antigeno quando se utilizou monécitos, mas nao vice-versa (Figura A.3C).
Além disso, como foram encontradas mais linhagens positivas com monaocitos do que
linfocitos B, a frequéncia de precursores de linfocitos T CD4 de memoaria especificos
para Influvac foi maior quando se utilizou mondcitos (mondcitos: 357 linfocitos T
especificos para Influvac por milhdo; linfécitos B: 107 linfécitos T especificos para

Influvac por milh&o).
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Figura A.3 — Comparacao de linfécitos T CD4 de memdria total estimulados com linfécitos B ou
mondcitos. (A) Proliferacdo e indice de estimulagdo de linfécitos T de memoéria CD4 estimulados por
mondcitos sem antigenos ou carregados com Influvac ou MHC Il t-pep. (B) Proliferacdo e indice de
estimulagdo de linfécitos T CD4 de memdria estimulados por linfocitos B sem antigeno ou carregados
com Influvac ou MHC Il t-pep. (C) Grafico do indice de estimulagdo de linfocitos T que foram cultivados
com linfécitos T versus linfécitos T cultivados com monécitos. As APC foram carregadas com a vacina
contra a gripe (circulo) ou com o MHC Il t-pep (tridngulo). O indice de estimulag¢ao foi determinado
dividindo o valor de cpm obtido no po¢o com a APC com o antigeno pelo valor do mesmo pogo
estimulado com a APC sem antigeno.
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A apresentacdo de antigenos via MHC de classe Il mais eficiente feita pelos
linfécitos B € a que ocorre atraves da internalizacdo do antigeno através da ligagéao
com o receptor de linfocitos B (BCR) (CHEN; JENSEN, 2008). Embora a internalizacéo
também possa ocorrer de forma BCR-independente, estes antigenos sao muito
menos eficientemente apresentados no contexto das moléculas de MHC de classe |I.
Além disso, apesar de induzirem uma eficiente ativacéo e proliferacao de linfocitos T

especificos para 0 mesmo antigeno para o qual sdo especificos, os linfocitos B
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normalmente induzem a tolerancia de linfécitos T quando apresentam antigenos para
0s quais estes linfocitos B ndo sdo especificos (CHEN; JENSEN, 2008). Assim,
linfocitos B podem néo apresentar eficazmente antigenos que normalmente induzem
baixa resposta de anticorpos, como é geralmente o caso dos antigenos tumorais
(REUSCHENBACH; VON KNEBEL DOEBERITZ; WENTZENSEN, 2009). Tudo isto
contribui para a conhecida superioridade dos mondcitos e DC sobre os linfécitos B na
apresentacdo de antigenos diversos (BECK; ROTH; SPIEGELBERG, 1996;
KAHLERT et al., 2000), o que também foi confirmado com nossos resultados. Porém,
embora os linfocitos B tenham se mostrado menos eficientes do que mondcitos para
serem utilizados no desafio de bibliotecas de linfécitos T, a sua utilizacdo €, até o
momento, a Unica possibilidade quando se trabalha com pequenas quantidades de
PBMC, uma vez que € necessario um grande nimero de APC para rastrear bibliotecas

de células T e mondcitos ndo podem ser expandidos in vitro.

Figura A.4 — Screening de bibliotecas de linfécitos T CD4 com DC diferenciadas na presenca de soro
fetal bovino. Proliferacdo e indice de estimulacdo de (A) linfécitos T CD4 naive e (B) linfécitos T CD4
de memdria total estimulados por DC (proporg¢do 1:30) diferenciadas a partir de mondcitos com IL-4 e
GM-CSF em meio RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino e ativadas overnight com LPS.
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O outro tipo de célula que poderia ser utilizado para o screening de bibliotecas
de linfécitos T sdo as células dendriticas derivadas de monécitos (DC). Uma vez que
a sua poténcia como APC é maior do que a de mondcitos, talvez seja possivel utilizar
uma proporc¢ao mais baixa de APC para linfocitos T durante o desafio das bibliotecas
de linfocitos T, aumentando assim 0 numero de pocos que podem ser rastreados a

partir da mesma quantidade de PBMC obtida de um doador. Para testar esta hipotese,
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DC foram diferenciadas a partir de mondcitos utilizando meio de cultura R-10 (RPMI-
1640 + 10% de soro fetal bovino + antibioticos) suplementado com IL-4 e GM-CSF,
ativadas com LPS e utilizadas numa proporcao de 1:30 para fazer o screening de
bibliotecas de linfécitos T CD4 naive e de memoria total. A proliferagdo induzida por
DC, mesmo na auséncia de antigeno (background), se mostrou muito elevada,
mascarando a proliferacdo especifica induzida pelo antigeno, especialmente nas
linhagens de linfocitos T naive (Figura A.4Erro! Fonte de referéncia néo

encontrada.).

Figura A.5 — Capacidade de estimulagao de linfécitos T por DC diferenciadas na presenga ou auséncia
de soro fetal bovino. (A) Proliferagdo (por incorporag¢do de timidina) e (B) expressdo de CFSE e CD25
de linfocitos T CD4 naive (esquerda) ou de memoria (direita) estimuladas por DC (razdo 1:30)
diferenciadas na presenca de soro fetal bovino. (C) Proliferacédo (por incorporacdo de timidina) e (D)
expressdo de CFSE e CD25 de linfocitos T CD4 naive (esquerda) ou de memoaria (direita) estimuladas
por DC (razdo 1:30) diferenciadas na auséncia de soro fetal bovino e presenca de soro humano.
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As DC utilizadas no screening da biblioteca foram diferenciadas em um meio
de cultura de células contendo soro fetal bovino. Uma vez que as DC sdo APC muito
eficazes, e o soro pode conter antigenos bovinos que podem ser apresentados por
elas, o background observado pode refletir uma resposta especifica para o soro fetal
bovino. Para testar esta hipétese, as DC foram diferenciadas na presenca de soro
fetal bovino ou de soro humano, sendo utilizadas, na propor¢éo de 1:30, para estimular
linfécitos T CD4 naive e de memadria de maneira ex vivo (ndo bibliotecas). A andlise
foi feita tanto por diluicdo de CFSE como por incorporacéo de timidina.

Novamente, as DC diferenciadas na presenca de soro fetal bovino induziram
alta proliferacdo e ativacéo de linfocitos T, mesmo na auséncia de antigenos, efeito
que também ja foi observado por outros (BUCHELE; HOPFL, 1997). Este background
foi ainda mais elevado no compartimento de linfocitos T naive (Figura A.5A e B) e foi
dependente da apresentacdo do antigeno para os linfécitos T CD4, uma vez que o
bloqueio das moléculas do MHC de classe |l foi capaz de anular esta proliferacao.
Interessantemente, o background induzido por DC diferenciadas na auséncia de soro
fetal bovino foi tdo baixo quanto o observado em mondécitos (Figura A.5C e D). Estes
dados suportam fortemente a hipotese de que a proliferacdo basal observada na
biblioteca estimulada por DC foi devido a presenca de antigenos de soro fetal bovino,
gue foram apresentados pelas DC, gerando ativacao dos linfocitos T especificos. Vale
notar que a maior frequéncia de linhagens positivas no compartimento naive seria
compativel com a baixa exposi¢do de doadores a esses antigenos.

Em seguida, procurou-se determinar se as DC seriam melhores do que 0s
monaocitos para pesquisar as bibliotecas de células T, comparando diretamente a
capacidade de ambas as APC em induzir a ativagcdo dos linfécitos T CD4 totais. Para
isso, as APC foram ativadas ou nao durante 2 horas (em tubo plastico de 15 mL),
irradiadas, carregadas ou ndo com Influvac e cocultivadas com linfocitos T CD4 totais
em diferentes propor¢des de células T para APC. A ativacdo parece ndo ter alterado
a capacidade das DC de ativarem linfécitos T, mas os monacitos ativados por LPS
induziram menor proliferacdo de linfécitos T (Figura A.6). Intrigantemente, ja foi
descrito na literatura que mondécitos ativados com LPS séo capazes de suprimir a
ativacdo de linfocitos T e induzir a diferenciacdo de Treg, por um mecanismo
dependente de COX2 e PGE2 (BRYN et al., 2008).
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Figura A.6 — Capacidade linfoestimuladora de DC versus mondcitos. Proliferacdo (por incorporacéo
de timidina) de linfécitos T CD4 total apds estimulagdo ex vivo por diferentes quantidades de (A) DC
ou (B) mondcitos ativados com diferentes moléculas. Diluicdo de CFSE de linfécitos T CD4 total apds
estimulagdo ex vivo por diferentes quantidades de (C) DC ou (D) monécitos ativados com diferentes

moléculas.
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Figura A.7 — Capacidade de estimulacdo de linfocitos T por DC em diferentes proporgdes. Proliferagdo
de linfocitos T CD4 de memdria estimulados ex vivo por diferentes quantidades de DC ativadas com
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Além disso, os mondcitos sO foram capazes de induzir uma proliferacao de
linfécitos T detectavel na razdo mais elevada testada. Nesta proporcédo, as DC
induziram maior proliferacdo do que os mondcitos, sendo capazes de induzir a
proliferacdo de linfocitos T em todas as proporcdes testadas de uma forma
dependente da dose. Este efeito foi reproduzido quando se comparou um maior
namero de pocos utilizando duas diferentes propor¢des de DC para linfécitos T (Figura
A.7). Mais do que apenas induzir valores de cpm mais baixos, 0 menor numero de DC
também permitiu a deteccdo de um menor numero de linhas positivas. Isto mostra
gue, embora seja mais eficiente do que os mondcitos para induzir a proliferacao de
linfécitos T, para se ter a melhor resposta proliferativa possivel, deve ser utilizada a
razdo 1:10 de DC para linfécitos T. Por outro lado, para se obter a mesma resposta
proliferativa do que a observada com mondécitos, a proporcéo pode ser inferior a 1:10.
Sendo assim, é possivel utilizar menos DC por poco do que mondcitos e, ainda assim,
obter respostas proliferativas equiparaveis.

Concluindo, estes resultados mostram que, dentre todas as APC, os linfécitos
B foram as que tiveram maior background e menor eficiéncia de estimulagéo,
tornando-as as piores APC para utilizacdo na deteccdo de antigenos tumorais. Seu
uso, portanto, foi minimizado para situacdes onde 0s outros tipos celulares néo
poderiam ser utilizados devido a restricdo do numero de células. Por outro lado, DC
se mostraram mais eficientes na estimulagdo de linfécitos T do que mondcitos,
podendo induzir uma maior resposta proliferativa mesmo utilizando um menor nimero
de células por poco. Sendo assim, seu uso foi priorizado para analise de antigenos
tumorais, levando-se em conta que estes, necessariamente, deveriam ser

diferenciados na auséncia de soro fetal bovino.
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APENDICE B - Ativacgéo de linfécitos T CD8 na presenca de
linfécitos T CD4

Sabe-se que a proliferacdo in vitro de linfocitos T CD8 purificados € um
processo ineficiente, o que, por exemplo, acaba por atrapalhar a obtencao de grandes
quantidades de linfocitos T CD8 antitumorais para utilizagdo em protocolos
imunoterapéuticos de transferéncia adotiva (MONTES et al.,, 2005). De fato, nao
conseguimos detectar linfécitos T CD8 reativos para neoantigenos ou CMV em
bibliotecas de linfocitos T CD8 de um paciente com carcinoma hepatocelular (dados
nao mostrados). Sabendo desta limitagdo, fizemos experimentos visando padronizar
um ensaio onde seria possivel a avaliacdo da proliferacdo especifica de linfocitos T
CDS8. In vivo, a correta estimulacao de linfocitos T CD8 parece ser dependente dos
linfécitos T CD4 (BEVAN, 2004). Sendo assim, testamos se a presenca de linfécitos
T CD4 irradiados seria capaz de aumentar a proliferacdo especifica de linfécitos T
CDs.

Figura B.1 — Proliferagao de linfocitos T CD8 na presenga ou auséncia de linfocitos T CD4 irradiados.
(A) Gréficos representativos da diluicdo de CFSE e expressao de CD25 em linfocitos T CD4, linfocitos T
CD8 e linfocitos T CD8 na presenca de linfocitos T CD4 irradiados, estimulados com mondcitos
carregados ou ndo com C. albicans. (B) Porcentagem de linfocitos T CD8 com diluicdo de CFSE e
expressao de CD25 apds cocultura com mondcitos carregados ou ndo com C. albicans, e na presenca
ou auséncia de linfécitos T CD4 (n=11).
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Consistentemente, um maior numero de linfécitos T CD8 com diluicdo de
CFSE, ap6s estimulo com mondcitos carregados com C. albicans, foi encontrado na
presenca de linfocitos T CD4 irradiados (Figura B.1). E importante notar que essa

maior proliferagdo néo € devido a proliferagédo dos linfocitos T CD4 que se encontram
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na cultura, dado que nenhuma diluicdo de CFSE foi encontrada nos linfocitos T CD4
presentes na cocultura (Figura B.2). Este resultado € esperado, uma vez que linfocitos
T CD4 irradiados com raios gama morrem devido a fragmentacdo de DNA induzida
pela radiacdo (SELLINS; COHEN, 1987), explicando, também, o fato de, ao final da
cultura, existirem menos linfocitos T CD4 do que CD8, apesar destes terem sido

plagueados na mesma proporcao.

Figura B.2 — Proliferacao de linfocitos T CD4 irradiados na cocultura com linfécitos T CD8. Graficos
representativos da proliferacdo de linfocitos T CD4 e CD8 em coculturas de linfécitos T CD8 e linfécitos
T CD4 irradiados com mondcitos carregados ou ndo com S. typhimurium.
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Figura B.3 — Proliferacdo de linfécitos T CD8 naive e de memaria na presenca de linfocitos T CD4. (A)
Proliferagdo de linfécitos T CD8 naive na auséncia ou presenca de linfocitos T CD4 totais irradiados. (B)
Proliferacao de linfécitos T CD8 de memdria na auséncia ou presenga de linfécitos T CD4 totais
irradiados. Quando na presencga do antigeno, os monécitos foram tratados ou ndo com anticorpos que
bloqueiam as moléculas de MHC de classe Il (aMHC II).
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Esta estratégia de utilizar linfécitos T CD4 para auxiliar na proliferacéo in vitro
de linfécitos T CD8 também se mostrou util para expansao nao-especifica de linfocitos
T CD8 para transferéncia adotiva (BUTLER et al., 2012). Interessantemente, ambos
linfécitos T CD8 naive e de memdria se beneficiam da adi¢do de linfécitos T CD4
irradiados na cultura (Figura B.3). O efeito da presenca de linfécitos T CD4 durante o
priming de linfécitos T CD8 naive € bastante conhecido, mas estudos divergem com
relacdo ao efeito que estas células podem ter em linfocitos T CD8 de memdria
(ZHANG; ZHANG; ZHAO, 2009). Assim, intrigantemente, este resultado indica que os
linfécitos T CD4 podem ser importantes, também, na proliferacao de linfécitos T CD8

de memoria.

Figura B.4 — Prolifera¢ao de linfocitos T CD8 na presencga de linfocitos T CD4 especificos ou ndo para
0 mesmo antigeno. Linfécitos T CD8 que apresentaram proliferacdo na presenca de C. albicans foram
isolados por sorting assim como linfécitos T CD4 que proliferaram ou ndo na presenca de C. albicans.
Estes linfocitos T CD8 “especificos” para C. albicans foram reestimulados com mondcitos carregados
com diferentes antigenos, na presenca de linfécitos T CD4 irradiados, especificos ou ndo para C.
albicans.
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Foi possivel observar que o aumento na proliferacéo de linfécitos T CD8 foi
dependente da apresentagcdo de antigenos para os linfocitos T CD4, uma vez que o
blogueio das moléculas do MHC de classe Il resultou na diminuic&o desta proliferacéo
para os niveis encontrados na auséncia de CD4. Portanto, surgiu o questionamento

se este efeito dependeria da especificidade dos linfocitos T CD4. Para responder a
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esta pergunta, linfécitos T CD8 reativos C. albicans e linfécitos T CD4 reativos ou nédo
para C. albicans foram isolados por sorting. Os linfécitos T CD8 reativos para C.
albicans foram reestimulados com mondcitos carregados com diferentes antigenos,
na presenca de linfécitos T CD4 reativos ou ndo para C. albicans, irradiados com 45
Gy. Néao foi possivel observar proliferacdo dos linfocitos T CD8 na auséncia de
linfécitos T CD4 ou mesmo na presenca de linfocitos T CD4 néo especificos para C.
albicans. Apenas houve proliferacdo significativa quando os linfocitos T CD8
especificos para C. albicans foram estimulados na presenca de linfocitos T CD4 que
também eram especificos para 0 mesmo antigeno, e quando os mondcitos estavam

carregados com C. albicans e ndo S. aureus (Figura B.4).

Figura B.5 — Proliferacdo de linfocitos T CD4 e CD8 especificos para diferentes antigenos. (A)
Proliferacdo de linfocitos T CD4 na presenca de mondcitos carregados com diferentes antigenos. (B)
Proliferacdo de linfécitos T CD8 na presenca de linfcitos T CD4 irradiados e mondcitos carregados com
diferentes antigenos.
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Figura B.6 — Correlacdo entre a proliferacao de linfécitos T CD4 e a proliferacao de linfocitos T CD8
na presenca de linfocitos T CD4. Proliferacdo de linfécitos T CD8 na presencga de linfocitos T CD4
irradiados e de linfécitos T CD4, em trés doadores sauddaveis diferentes. Cada ponto representa um

antigeno diferente.
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Além disso, ao se testar — na presenca de linfocitos T CD4 irradiados — a
resposta proliferativa de linfécitos T CD8 para diferentes antigenos, essa so foi
significativa para aqueles cuja presenca de linfécitos T CD4 reativos pdde ser,
também, detectada (Figura B.5). De fato, em trés doadores diferentes, e com niveis
de respostas variaveis, foi possivel observar uma correlacdo positiva entre a
proliferacédo de linfécitos T CD4 detectada em pocos independentes, e a proliferacao

de linfécitos T CD8 observada na presenca de linfocitos T CD4 irradiados (Figura B.6).

Figura B.7 — Proliferagcdo de linfocitos T CD8 especificos para diferentes antigenos na presenca de
linfocitos T CD4 ativados. (A) Proliferagdo de linfécitos T CD4 na presenca de mondcitos carregados
com diferentes antigenos. (B) Proliferagdo de linfocitos T CD8 na presenca de linfocitos T CD4 ativados

com esferas anti-CD3/CD28 e mondcitos carregados com diferentes antigenos.
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Figura B.8 — Correlagao entre a proliferacao de linfocitos T CD4 e a proliferagao de linfécitos T CD8.
Correlagdo entre a proliferagao de linfécitos T CD4 e a proliferagao de linfécitos T CD8 na presencga de
linfocitos T CD4 ativados ou ndo com esferas anti-CD3/CD28 ou na auséncia de linfécitos T CD4. Cada
ponto representa um antigeno diferente utilizado.

Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD8 + Linfocitos T CD4 Linfocitos T CD8 + Linfocitos T CD4 ativados

12
R? = 0.4954 R? = 0.7496 R? = 0.2359 N

p=0.2119 p = 0.0055 p=0.2225

©
1
w
L
“w
1

o
1

w
1
w
L

L
Proliferagao de
<

linfocitos T CD8 (%)
N
Proliferagéao de
linfocitos T CD8 (%)
[=;]

o
o
o

=]
- |-
e

10 20 30 20 30 10 20 30
Proliferacao de linfocitos T CD4 (%) Proliferagao de linfécitos T CD4 (%) Proliferacao de linfocitos T CD4 (%)

o
o

Uma vez que a proliferacédo in vitro de linfocitos T CD8 se mostrou dependente
da especificidade dos linfocitos T CD4, experimentos foram feitos pretendendo avaliar
se a ativacao dos linfocitos T CD4 antes da cocultura seria suficiente para que estes

induzissem um aumento da proliferacédo de linfocitos T CD8, independentemente de
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sua especificidade. Para isso, linfocitos T CD4 foram ativados por 2 a 4 horas com
dynabeads (Thermo Fisher Scientific; esferas magnéticas com anticorpos especificos
para CD3 e CD28), sendo estas retiradas magneticamente da cultura apds a ativacao.
Estes linfécitos T CD4 foram cocultivados, entdo, com linfécitos T CD8 na presenca
de mondcitos carregados com diferentes antigenos. Nestas condic¢oes, foi possivel
observar linfécitos T CD8 com diluicdo de CFSE para todos os antigenos testados,
independente da presenca ou auséncia de linfécitos T CD4 especificos para estes
mesmos antigenos (Figura B.7). De fato, a correlagdo existente entre a proliferacéo
de linfécitos T CD8 e a proliferacao de linfécitos T CD4 deixa de existir guando estes

altimos séo ativados antes de serem colocados na cocultura (Figura B.8).

Figura B.9 — Proliferacao de linfdcitos T CD8 especificos para C. albicans na presenga ou auséncia de
linfocitos T CD4 ativados ou ndo. (A) Porcentagem de linfécitos T CD8 com diluicdo de CFSE e
expressao de CD25 apds cocultura com mondcitos carregados ou ndo com C. albicans, e na presenca
ou auséncia de linfécitos T CD4 irradiados ativados ou ndo com esferas anti-CD3/CD28 (n=10). (B)
Porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD8 na presenca de C. albicans diminuido pela
porcentagem de proliferacdo basal (sem antigeno) na presenca ou auséncia de linfocitos T CD4
irradiados ativados ou ndo com esferas anti-CD3/CD28 (n=10).
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Além de ser capaz de induzir a proliferacdo de linfécitos T CD8 mesmo na
auséncia de linfécitos T CD4 especificos para 0 mesmo antigeno, o uso de linfécitos
T CD4 autblogos ativados também foi capaz de aumentar, significativamente, a
proliferagéo observada ao se utilizar o antigeno C. albicans (Figura B.9). E importante
observar que este efeito ndo foi devido a baixa capacidade de estimulacdo das APC
utilizadas (mondcitos), uma vez que o mesmo efeito pode ser observado utilizando-se
células dendriticas maduras como as ceélulas apresentadoras de antigeno (Figura
B.10). Assim, estes experimentos indicam que a especificidade do linfocito T CD4 n&o
seria decisiva para que o efeito “helper” acontega, mas, sim, a presencga de linfocitos

T CD4 ativados (independentemente de sua especificidade).
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Figura B.10 — Prolifera¢ao de linfécitos T CD8 com DC na presenca ou auséncia de linfocitos T CDA4.
Proliferacao de linfécitos T CD8 com células dendriticas carregadas ou ndo com C. albicans, na auséncia
ou presenca de linfocitos T CD4 ativados ou ndo com esferas anti-CD3/CD28.
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Também foram feitos experimentos comparando o uso de linfécitos T CD4
alogeneicos como células feeders, uma vez que estas se ativariam na presenca de
APC de outro doador. Apesar de serem capazes de gerar uma proliferacdo maior de
linfécitos T CD8, o background obtido com essa estratégia foi alto mesmo na auséncia
do antigeno, o que fez com que nao fosse dada continuidade a esta estratégia (dados
ndo mostrados). E possivel notar que em alguns doadores o background também foi
alto utilizando linfécitos T CD4 ativados, mas acredita-se que este efeito foi devido a
presenca de esferas residuais do processo de ativacdo, problema que poderia
resolvido ao se ter maior cuidado na retirada destas, realizando um maior nimero de
ciclos de lavagem.

Em seguida, esforcos foram feitos visando avaliar se estes linfécitos T CD8 que
estavam proliferando nestas condi¢cées de cultura eram, de fato, especificos para o
antigeno que estava sendo apresentado. Para isso, os linfocitos T CD8 com dilui¢cdo
de CFSE e expressao de CD25 foram isolados por sorting e mantidos em cultura com
IL-2 (50 U/mL) até comecarem a entrar em repouso, quando foram marcados com um
segundo corante de proliferacdo (Cell Tracer Violet;, Thermo Fisher Scientific) e
desafiadas com mondcitos carregados ou ndo com C. albicans, na presenca de
linfécitos T CD4 ativados com antiCD3/CD28. Todos os linfocitos T CD8 isolados do
primeiro estimulo foram capazes de proliferar apos reestimulo com 0 mesmo antigeno
(Figura B.11). Porém, intrigantemente, aqueles que proliferaram mais no segundo

estimulo foram os linfécitos T CD8 que no primeiro estimulo haviam sido estimulados
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na presenca de linfécitos T ativados. Isto indica que os linfocitos T CD8 que
proliferaram no primeiro desafio sao, de fato, especificos para o antigeno. Vale notar
que a resposta proliferativa dos linfocitos T, em nossos experimentos, se mostrou
inferior quanto mais tempo de cultura estas células eram mantidas (dados nédo

mostrados).

Figura B.11 — Reestimulo de linfdcitos T CD8 que proliferaram quando desafiados com C. albicans na
presenca ou auséncia de linfécitos T CD4 ativados ou nao. (A) Proliferagdo de linfécitos T CD4
“especificos” para C. albicans, ou seja, que proliferaram na presenca deste antigeno no primeiro
desafio. (B) Reestimulacdo de linfocitos T CD8 que proliferaram no primeiro estimulo com mondcitos
carregados com C. albicans na auséncia de linfécitos T CD4 ou presenca de linfécitos T CD4 ativados
ou ndo com esferas anti- CD3/CD28. O reestimulo foi feito com mondcitos, na presenca de linfocitos T
CD4 ativados com esferas anti-CD3/CD28.
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Para tentar excluir a possibilidade dos linfocitos T CD8 estarem proliferando
simplesmente devido a presenca de linfocitos T CD4 ativados, os linfocitos T CD8 que
haviam proliferado na presenca de linfécitos T CD4 ativados foram reestimulados na
auséncia de linfocitos T CD4, ou na presenca de linfocitos T CD4 especificos para
diferentes antigenos. Os linfécitos T CD8 que proliferaram na presenca de C. albicans
no primeiro estimulo foram, de fato, capazes de proliferar em um segundo estimulo,
mesmo na auséncia de linfécitos T CD4 (Figura B.12). Um dos efeitos ja reportados
na literatura da presenca de linfocitos T CD4 durante o priming de linfocitos T CD8 é
a capacidade que estas células adquirem de sofrer uma segunda expansao clonal
especifica, mesmo que estejam, desta vez, na auséncia de linfocitos T CD4 (ZHANG,;
ZHANG; ZHAO, 2009). Linfécitos T CD8 que nao foram “primados” na presenga de
linfécitos T CD4, por outro lado, ndo séo capazes de proliferar a um segundo desafio
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na auséncia de linfocitos T CD4, e sofrem morte celular mediada por TRAIL
(JANSSEN et al., 2005). O mesmo efeito foi observado em nosso experimento, onde
linfécitos T CD8, provenientes de uma primeira estimulacdo na auséncia de linfécitos
T CD4, morreram e nao apresentaram diluicdo de CFSE ap6s um segundo desafio

sem linfécitos T CDA4.

Figura B.12 — Reestimulo de linfdcitos T CD8 que proliferaram quando desafiados com C. albicans na
presenca de linfdcitos T CD4 ativados. Linfécitos T CD8 que mostraram diluicdo de CFSE e expressdo
de CD25 apds estimulo com C. albicans na presenca de linfécitos T CD4 ativados foram isolados por
sorting e reestimulados com o mesmo antigeno na auséncia ou presenca de linfocitos T CD4 diferentes.
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Todavia, a maior proliferacdo de linfocitos T CD8, ainda assim, foi encontrada
na presenca de linfécitos T CD4, especialmente na presenca dos que haviam sido
ativados ou que eram especificos para C. albicans. Intrigantemente, os linfocitos T
CD8 que haviam proliferado em resposta a C. albicans no primeiro estimulo, também
foram capazes de responder no segundo desafio a S. aureus, mas em menor
porcentagem, e apenas na presenca de linfocitos T CD4 ativados ou ndo-especificos
para C. albicans. Estes resultados podem sugerir que existe uma certa reatividade
cruzada entre os antigenos presentes nestes dois micro-organismos. Ja foi reportado

na literatura que pacientes com sindrome de hiper-IgE tém anticorpos que apresentam
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reatividade cruzada para os dois micro-organismos, indicando que estes podem
apresentar antigenos com similaridade parcial (BERGER et al., 1980).

Por fim, foram realizados experimentos visando determinar o mecanismo de
acdo pelo qual os linfocitos T CD4 aumentam a proliferacdo antigeno-especifica de
linfécitos T CD8. Primeiramente, foi feito um experimento visando descobrir se o efeito
dos linfocitos T CD4 era dependente da interacdo destes com a mesma APC que
deveria apresentar os antigenos para os linfocitos T CD8. Para isso, foram utilizados
linfécitos T CD8 especificos para C. albicans e linfécitos T CD4 especificos para S.
aureus. Estes linfécitos T foram cocultivados com mondécitos carregados com apenas
um antigeno, uma mistura de mondcitos carregados com cada antigeno, ou mondocitos
carregados com ambos os antigenos. Nao houve proliferacao de linfécitos T CD8 na
presenca de mondcitos carregados com S. aureus. A maior proliferac@o de linfocitos
T CD8 foi detectada na presenca de mondcitos carregados com ambos 0s antigenos
(Figura B.13). Isso indica que, nestas condicdes, o efeito helper necessita que a

mesma APC interaja com linfocitos T CD4 e linfocitos T CD8.

Figura B.13- Proliferacdo na presenca de mondcitos carregados com antigenos especificos para
ambos linfécitos T CD8 e CDA4. Proliferacdo de linfocitos T CD8 especificos para C. albicans na presenca
de linfécitos T CD4 especificos para S. aureus e mondcitos carregados com C. albicans; mondcitos
carregados com S. aureus; uma mistura de mondcitos carregados com cada antigeno; ou mondcitos
carregados com ambos os antigenos.
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Com relacao as moléculas envolvidas, alguns estudos mostram que a producéo
de IL-2 por linfocitos T CD4 podem ser um evento importante para a correta ativacao
de linfécitos T CD8, mas apenas em alguns modelos (ZHANG; ZHANG; ZHAO, 2009).
Outras citocinas, como IFN-y, também podem ter algum papel, ainda pouco estudado,
na ativacao de linfocitos T CD8 dependente da presenca de linfécitos T CD4. Por outro
lado, além de serem capazes de produzir citocinas, linfocitos T CD4 séo capazes de

licenciar células dendriticas para ativar linfocitos T CD8 via interagdo do CD40L
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presente nos linfécitos T CD4 e o CD40 presente nas DC (CLARKE, 2000). Este
licenciamento gera alteracbes nas DC, entre elas a expressdao da molécula
coestimuladora CD70, que faz com que estas sejam capazes de primar corretamente
linfécitos T CD8. Todos estes resultados, porém, foram obtidos em modelos animais
de camundongos, e podem néo refletir o que acontece em humanos. Infelizmente, ndo
foi possivel avaliar adequadamente o papel destas moléculas no contexto do ensaio
de CD8 desenvolvido neste projeto, dado resultados conflitantes obtidos em diferentes
experimentos (dados ndo mostrados). E de se esperar, porém, que 0S mecanismos
gue envolvam licenciamento de DC sejam 0s mais provaveis atuantes neste ensaio,
uma vez que a maior proliferacao de linfécitos T CD8 parece depender da interacao
da mesma DC com ambos linfécitos T CD4 e CD8. Vale lembrar que mecanismos de
licenciamento de DC de maneira independente de CD40 também ja foram descritos
(LU et al., 2000). Sendo assim, o efeito de “ajuda” que linfocitos T CD4 tém sobre os
linfécitos T CD8 parece depender tanto do licenciamento de DC por meio da interacao
com linfécitos T CD4 (que pode ser dependente ou independente de CD40), quanto
da comunicacao direta de linfocitos T CD4 e CD8 por meio de citocinas, o que indica
gue a simples adicdo de CD40 soltuvel na cocultura pode néo ser suficiente para
mimetizar todo o efeito observado neste trabalho.

De qualquer modo, mostrou-se que a analise da presenca de linfécitos T CD8
especificos para antigenos raros, como é provavel que seja o caso dos antigenos
tumorais, pode ser feita através da adicao de linfécitos T CD4 ativados na cocultura.
Além de induzir uma maior proliferacao dos linfécitos T CD8 conforme mostrado neste
projeto, a adicdo de linfocitos T CD4 pode ainda, segundo dados da literatura, resgatar
linfécitos T CD8 exaustos, restaurando a proliferacdo e producdo de citocinas por
estas células (AUBERT et al., 2011). Uma vez que linfocitos T CD8 especificos para
o tumor se encontram, em geral, em um estado de exaustéo (JIANG; LI; ZHU, 2015),
esta estratégia se torna ainda mais vantajosa.

Neste trabalho, porém, devido ao baixo volume de sangue obtido dos pacientes
com cancer de mama, e a baixa quantidade de linfocitos T no sangue de pacientes
com GBM (GUSTAFSON et al., 2010), optamos por, ao invés de ativar os linfécitos T
CD4 para serem usados como feeder, cultivar os linfécitos T CD8 e CD4 em conjunto,
sem irradiar os linfocitos T CD4, diminuindo a quantidade de célula necessaria para

analise, mas, ainda assim, beneficiando-se do efeito helper aqui discutido.



