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RESUMO

RAMOS, R. N. Investigacdo de um possivel viés imunossupressor em
células dendriticas derivadas de individuos portadores de cancer. 2011.
100 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

As células dendriticas (DCs) sdo as mais eficazes células apresentadoras de
antigenos. Mesmo com a possibilidade da geracdo de DCs in vitro, que
permitiu a criacdo de protocolos de vacinagdo antitumoral, mecanismos de
tolerancia periférica, mediados por células T reguladoras, impedem uma
resposta imune antitumoral eficaz. O presente estudo visou avaliar, in vitro, a
geracdo de linfocitos T reguladores por células dendriticas derivadas de
pacientes portadoras de cancer de mama. Para tanto, DCs foram diferenciadas
a partir de monécitos do sangue periférico de pacientes com cancer, por sete
dias, na presenca de GM-CSF e IL-4 (DCs imaturas - iDCs), e ativadas, por
adicdo de TNF-a no dia cinco de cultura (DCs maduras - mDCs). As DCs foram
caracterizadas, por citometria de fluxo, quanto a: expressédo de CD1a, CD11c,
CD14, CD80, CD86, CD83, CD123, PD-L1, HLA-ABC e HLA-DR; producao de
IL-10 e TGF-betal, por ELISA; e ainda em ensaio funcional, que se deu pela
co-cultura das DCs com linfécitos T (CD3*, CD3"CD25™° ou CD4'CD25"9),
isolados por microsferas imunomagnéticas. Apos co-cultura, a expressao de
CD25, a proliferacao (diluicdo de CFSE), a producao de citocinas (IFN-y, IL-10,
TGF-betal) e a geracdo de células Tregs foram analisadas. As células foram
caracterizadas como Tregs por seu fendtipo (CD4+CD25+CD127'°WCTLA-
4'Foxp3") e sua capacidade supressora sobre linfocitos alogeneicos. iDCs de
pacientes apresentaram aumento da expressdo de CD86 (com duas
subpopulacdes: CD86™" e CD86'™") e CD123 além de producado elevada de
IL-10 e TGF-betal bioativo. Co-culturas com DCs de pacientes apresentaram
niveis altos de TGF-betal bioativo (298,08 pg/ml x ctrl: 57,63 pg/ml) e
induziram um alta freqiiéncia de Tregs (iDCs: 57% * 4,1; mDCs: 48% + 5,0 X
ctrl: 2,5% * 0,7) a partir de precursores CD25™%Foxp3"®, que foram capazes
de suprimir a proliferacdo de linfocitos alogeneicos. O bloqueio de TGF-beta
nas co-culturas reduziu parcialmente a frequiéncia de Treg geradas por DCs de
pacientes. Esses achados sé&o condizentes com a alta freqiiéncia de Tregs no
sangue periférico dessas mesmas pacientes (19,5% + 2,3 x 8% + 2,3) e com a
presenca de células com fendétipo de DCs no sangue, apresentando marcacao
semelhante a IDCs geradas in vitro. Por outro lado, iDCs provenientes de
doadoras saudéaveis induziram estimulagéo linfocitaria mais intensa (35,7% =
7,9 x 11,8 + 5,9% CD25"), intensa proliferacdo de linfécitos CD4" (82,7% X
29,4%) e CD8" (73,8% x 21%) e alta producéo de IFN-y (109,85 pg/ml x 7,86
pg/ml) nas co-culturas. Estes dados indicam que DCs derivadas de mondcitos
de pacientes com cancer de mama apresentam um Viés imunossupressor que
nao € estritamente dependente do seu status de maturacdo ou de TGF-beta.
Esses achados além de contribuir para a compreensao das interacdes entre o
sistema imune e as neoplasias, devem ser considerados no delineamento de
protocolos imunoterapéuticos baseados em DCs.

Palavras-chave: Cancer. Células Dendriticas. Células T reguladoras.
Tolerancia imunoldgica.



ABSTRACT

RAMOS, R. N. Investigation of a possible immunosuppressive bias in
dendritic cells derived from cancer patients. 2011. 100 p. Masters thesis
(Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2011.

Dendritic cells (DCs) are the most effective professional antigen-presenting
cells. Even considering the possibility of generating DCs in vitro, which allowed
the design of antitumor vaccination protocols, mechanisms of peripheral
tolerance mediated by regulatory T cells prevent an effective antitumor immune
response. The aim of our study was evaluate, in vitro, the induction of
regulatory T cells by dendritic cells derived from breast cancer patients.DCs
were differentiated from breast cancer patients’ blood monocytes, for seven
days, in the presence of GM-CSF and IL-4 (immature DCs- iDCs) and activated
by TNF-a on day five of culture (mature DCs- mDCs). DCs were characterized
by flow cytometry to CD1a, CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD123, PD-L1,
HLA-ABC and HLA-DR expression; the cytokine secretion to IL-10 and
bioactive TGF-betal, by ELISA; and in functional assay by co-culturing DCs
with T lymphocytes (CD3", CD3'CD25"™% or CD4'CD25"9) isolated by
microbeads. Cell activation (CD25 expression), proliferation (CFSE dilution),
cytokine production (IFN-gamma, IL-10 and TGF-betal) and de novo regulatory
T cells (Tregs) generation, were analyzed in these co-cultures after 5 or 6 days.
Tregs were characterized by their phenotype (CD4'CD25'CD127-°"CTLA-
4"Foxp3") and suppressive capability on allogeneic T cell proliferation. Patients’
iDCs showed a higher expression of CD86 (two subpopulation: CD86™" and
CD86") and CD123 beyond the elevated production of IL-10 and bioactive
TGF-betal. Co-cultures using patients’ DCs presented high levels of bioactive
TGF-betal (298.08 pg/ml x ctrl: 57.63 pg/ml) and induced elevated frequency of
Tregs (iDCs: 57% + 4.1; mDCs: 48% + 5.0 x ctrl: 2.5% £ 0.7) from
CD25"Foxp3™? precursors, which were able to suppress the allogeneic
lymphocyte proliferation. The TGF-beta blocking partially reduced the frequency
of induced Tregs by patients’ DCs. These findings are consistent with the higher
frequency of Tregs on peripheral blood of those patients (19.5% + 2.3 x ctrl 8%
+ 2.3) and the presence of DCs also on the blood, showing similar markings
with iDCs generated in vitro. Contrastingly, iDCs from healthy donors were
better stimulator cells, leading to a higher CD25" cell frequency (ctrl 35.7% +
7.9 x 11.8 + 5.9% CD25"), more intense proliferation of CD4" (82.7% x 29.4%)
and CD8" (73.8% x 21%) cells and higher production of IFN-gamma (109.85
pg/ml x 7.86 pg/ml) on co-cultures. These data indicate that DCs derived from
breast cancer patients show an immunosuppressive bias that is not strictly
dependent on DCs maturation status or TGF-beta. Finally, these observations
call to caution in the use of patients’ monocytes for the generation of DC-based
vaccines and also contribute to the comprehension of the interactions between
the immune system and cancer.

Key words: Cancer. Dendritic Cells. Regulatory T cells. Immunological
Tolerance.
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Conhecimentos acumulados ao longo dos anos demonstram que as
células dendriticas (DCs) séo as células apresentadoras de antigenos (APCs)
mais eficazes em iniciar respostas imunes especificas através da ativacédo de
linfocitos T quando em situagBes de desequilibrio homeostético gerados em
ambientes inflamatdrios ou de perigo. As respostas imunes adaptativas sao
induzidas, coordenadas e reguladas por células dendriticas que em seu estado
imaturo possuem caracteristicas intrinsecas que possibilitam capturar
antigenos com grande eficiéncia nos tecidos periféricos e processa-los em
pequenos fragmentos, ao mesmo tempo em que sofrem maturagdo e migram
para os orgaos linféides secundarios para a posterior apresentacdo desses
antigenos para linfocitos T naive (MELLMAN; STEINMAN, 2001). A maturacao
de DCs esta associada a uma reducdo de sua capacidade endocitica e
fagocitica, aumento na producdo de citocinas inflamatérias e aquisicdo da
capacidade de migracdo, principalmente através da expressao do receptor para
guimiocinas, CCR7 (CAUX et al.,, 1994a; YANAGIHARA et al., 1998;
GUERMONPREZ et al., 2002). A expresséao deste receptor permite que as DCs
gue captaram antigenos dirijam-se aos tecidos linféides, mais especificamente
para as areas de células T, onde sdo capazes de recrutar outras DCs e
linfécitos, através da liberacdo de quimiocinas (ADEMA et al., 1997; SOZZANI
et al., 1998; SALLUSTO et al.,, 1999; KATOU et al.,, 2001). Além disso, a
maturacdo de DCs também é caracterizada pelo aumento da expressao de
moléculas de classe Il codificadas pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC II) e de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e
CD40) na superficie destas células, que as tornam capazes de ativar de forma
efetiva linfocitos T naive ou de memoria (CAUX et al., 1994b; BANCHEREAU et
al., 2000).

As DCs constituem uma populacdo heterogénea tanto em camundongos
como em humanos, principalmente pela ampla gama de marcadores
moleculares de superficie e os diferentes estagios de maturacao e ativacdo que
as caracterizam em distintas subpopulacbes (ARDAVIN et al., 2001;
SHORTMAN; LIU, 2002). Embora seja controverso o sistema de diviséo
proposto por alguns autores, as DCs humanas podem ser divididas em dois
grupos principais: as DCs mieldides ou DC1 (CD11c*CD123™9% e DCs
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plasmocitoides ou DC2 (CD11c™9CD123"). Apesar de essas células serem
encontradas em baixa freqiiéncia na circulacdo, a maioria dos estudos a
respeito dessas subpopulacdes de DCs e sua origem ndo vém do isolamento
direto dos tecidos, mas sim do desenvolvimento e diferenciacéo de precursores
sanguineos em cultura (PULENDRAN et al., 1999; PULENDRAN et al., 2001).
DCs mieldides podem ser geradas a partir do cultivo de mondécitos sanguineos
em presenca de GM-CSF e IL-4 (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994) ou
ainda através de precursores CD34" cultivados em presenca de GM-CSF e
TNF-a (MENETRIER-CAUX et al.,, 1998). DCs mieldides geradas in vitro
possuem, inicialmente, caracteristicas de células dendriticas imaturas e podem
ser induzidas a maturar, aumentando a expressao, entre outras, das moléculas
CD83 e HLA-DR, pela adicdo de estimulos inflamatérios necessarios como
TNF-qa, IL-13, LPS e CD40L, entre outros (CAUX et al., 1994a; ROMANI et al.,
1996; ZHOU; TEDDER, 1996; VERHASSELT et al., 1997). Outra via de
desenvolvimento a partir de mondcitos resulta na geracdo das DC
plasmocitoides, (RISSOAN, et al.,, 1999), células geradas em cultura na
presenca de IL-3, que podem tornar-se maduras frente a estimulos microbianos
ou virais. No entanto, de acordo com estudos realizados (STEINMAN, 1991;
BANCHEREAU; STEINMAN, 1998), as células dendriticas mieldides possuem
maior capacidade e eficacia na apresentacdo de antigenos aos linfocitos T
guando comparadas aos demais tipos de APCs e sdo comumente utilizadas
em protocolos de imunoterapia.

DCs possuem um papel essencial na determinacao do tipo de resposta
imune gerada, com evidéncias de distintos sinais na ativacdo de células T entre
diferentes subtipos de DCs encontradas (SHORTMAN; LIU, 2002). Alguns
estudos propbem que as distintas subpopulacdes, tanto as isoladas de tecidos,
guanto as diferenciadas in vitro, ativariam diferentes respostas. Rissoan e
colaboradores (RISSOAN et al.,, 1999) mostraram que as DCs mieldides
induziam a producdo de citocinas inflamatérias (Thl) enquanto as DCs
plasmocitoides promoviam uma resposta de perfil Th2, in vitro. Por outro lado,
um estudo feito por Cella e colaboradores (CELLA et al., 2000) mostrou que
DC plasmocitoides produziam IL-12 e induziam uma resposta com perfil Thl

em presenca de LPS, enquanto outros fatores, como IL-10, TGF-8 e PGE2,
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podiam estimular DCs mieldides imaturas a induzir uma diferenciagdo do tipo
Th2 (KING et al., 1998; KALINSKI et al.,, 1999a). Adicionalmente em 2000,
Tanaka e colaboradores (TANAKA et al., 2000) mostraram que, em cultura,
DCs mieldides induziriam o desenvolvimento de uma resposta com padrdo Thl
guando a proporcdo DC: célula T fosse alta e o padrdo Th2 quando esta
relacdo fosse baixa. Outros estudos alertam para a importancia da cinética no
desenvolvimento de DCs mostrando que células dendriticas recém ativadas
produzem grandes quantidades de IL-12, porém perdem esta capacidade apos
certo periodo e passam a induzir uma resposta de perfil Th2 (KALINSKI et al.,
1999b; LANGENKAMP et al., 2000). Recentemente outros estudos tém focado
ndo somente no balanco imune Th1l/Th2 como também na identificacdo de
subtipos de DCs capazes de gerar e/ou expandir subpopulacdes de linfécitos T
reguladores e T helper 17. Classicamente, DCs plasmocitéides tém sido
relacionadas com a inducdo de Tregs in vitro em diferentes modelos de estudo
(OCHANDO et al., 2006; SHARMA et al., 2007; OUABED et al., 2008) e, mais
recentemente, com ativacdo de linfécitos Thl7 na encefalomielite autoimune
experimental (EAE) em camundongos (ISAKSSON et al., 2009).
Paralelamente, a identificacdo de DCs mieldides CD11¢c*CD103" periféricas
presentes, principalmente, em mucosas murinas revelam alto potencial dessas
em induzir células Treg nesse microambiente através da producédo de altos
niveis de TGF-B bioativo e &acido retindico, promovendo a homeostase da
tolerancia oral (COOMBES et al., 2007; SUN et al., 2007). Adicionalmente,
estudos realizados para a utilizacdo clinica de DCs miel6ides no tratamento de
doencas auto-imunes revelaram sucesso na inducdo de DCs tolerogénicas
manipuladas in vitro sob a influéncia de citocinas como IL-10, TGF-B1 e/ou
agentes farmacolédgicos durante a diferenciagdo e maturacdo (HACKSTEIN;
THOMSON, 2004). Contudo, o estudo das DCs mostra que este tipo celular
apresenta grande heterogeneidade funcional, e € submetido a mecanismos de
controle ainda insuficientemente conhecidos, principalmente no estudo de
tumores. A possibilidade da geracdo de DCs in vitro foi fator fundamental para
a criacdo de protocolos de imunoterapia com a utilizagdo dessas células,
principalmente no desenvolvimento de vacinas antitumorais, como ja realizadas

em nosso laboratorio (BARBUTO et al.,, 2004). A definicdo mais precisa dos



23

fatores que influenciam a diferenciagdo funcional das DCs pode permitir,
portanto, grande ganho na eficiéncia de seu uso como imunomoduladoras. Um
dos obstaculos consideraveis para 0 sucesso pleno de vacinas antitumorais a
base de DCs, ao contrdrio do que se vé na tolerancia oral e tolerancia
gastrointestinal, € a presenca de células T com fungBes reguladoras no
ambiente tumoral (BANCHEREAU; PALUCKA, 2005). Alguns estudos
demonstram que células dendriticas possuem grande capacidade em converter
linfocitos T em células T supressoras pela diferenciagdo em Foxp3™ in vitro
(JONULEIT et al., 2000) ou através da adicdo de TGF-B nas culturas (LUO et
al., 2007). Mesmo com 0s avangos no conhecimento sobre as interagdes entre
células dendriticas e T reguladoras durante o estabelecimento de respostas
imunes  antitumorais (BANCHEREAU; PALUCKA, 2005; COLOMBO;
PICONESE, 2007; BELKAID; OLDENHOVE, 2008) pouco se sabe sobre os
mecanismos supressores e/ou reguladores gerados no desenvolvimento de
carcinomas mamarios.

Diversos subtipos de células T reguladoras CD4" tém sido descritas em
literatura com base em sua origem, mecanismos de geracdo, perfil da
expressdo de marcadores e funcdo. As células T reguladoras sdo populactes
altamente heterogéneas nos ambientes tumorais e tém a capacidade de mediar
efeitos imunossupressores através da producdo de fatores sollveis, como
citocinas, ou por meio de mecanismos contato-dependente (ZOU 2006;
CURIEL 2007a; STRAUSS et al., 2007). Atualmente podem ser identificadas
por dois principais segmentos: primeiramente em células T reguladoras
naturais (nTreg) originalmente geradas no timo, subdivididas em nTreg Foxp3*
e células T reguladoras naturais produtoras de IL-10 (Trl) (RONCAROLO et
al., 2006) e TGF-B8 (Th3) (FARIA; WEINER, 2005) e ainda em células T
reguladoras Foxp3" induziveis (iTregs), geralmente diferenciadas de linfécitos T
naive em tecidos periféricos (CHEN et al.,, 2003). As células T reguladoras
naturais (nTreg), portadoras de fendtipo CD4'CD25" (KRONENBERG;
RUDENSKY, 2005), sdo as principais células envolvidas no processo de
equilibrio homeostéatico, compreendendo entre 5-10% das células T CD4"
circulantes. As células T CD4" que co-expressam, constitutivamente, a cadeia

a do receptor de IL-2 (CD25) foram descritas primeiramente em roedores
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(PAPIERNIK et al., 1998), e mais posteriormente em humanos (JONULEIT et
al., 2001). As células T CD4" especializadas em suprimir a resposta imune
desempenham papel essencial na regulacdo da resposta e a eliminacdo ou
inativagdo destas resulta no desenvolvimento de doengas auto-imunes e
acentua a resposta imune a aloantigenos e a tumores (SAKAGUCHI et al.,
2001; SHEVACH, 2002). O fator de transcricdo intranuclear Foxp3 foi descrito
como caracteristico da populacdo de células Treg naturais (FONTENOT et al.,
2003; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003) e tem a capacidade de programar
o desenvolvimento e funcdo das células Treg, culminando na supressdo da
resposta imune através, principalmente, do contato célula-célula (SCHUBERT
et al., 2001; COFFER; BURGERING, 2004). Outra caracteristica destas células
€ nao responderem a estimulacdo por TCR como uma célula efetora,
entretanto, necessitam da ativacao por esta via para se tornarem supressoras e
exercerem sua funcdo (THORNTON; SHEVACH, 1998; SHEVACH, 2002).
Apesar da auséncia de um senso comum sobre a especificidade de células
Treg e suas caracteristicas variantes e dependentes do microambiente de
atuacao, estudos descrevem que a acdo das Treg sobre os linfécitos ativados é
antigeno inespecifico e dependente do contato célula-a-célula (THORNTON;
SHEVACH, 2000; DIECKMANN et al., 2002; SHEVACH, 2002).

Véarios pesquisadores tém focado seus estudos na identificacdo de
marcadores caracteristicos e especificos das células Treg CD4'CD25" que
ocorrem naturalmente, o qual facilitaria a identificagdo das mesmas. Assim,
como revisto por Sakaguchi e colaboradores (SAKAGUCHI et al., 2010), além
da expresséao constitutiva de CD25 e Foxp3, as células Treg apresentam varias
moléculas de superficie tais como: CD45RO*, CD62L*, CD95", CTLA-4",
GITR", iCOS*, CD103", CD127"", PD1" entre outros, podendo ser modulados
conforme seu estado de ativacdo. Acredita-se que a acdo das células Treg
sobre as APCs humanas e murinas podem ser diversas. Especificamente em
DCs, as Tregs podem promover a diminuicdo da expressdo de moléculas
codificadas pelo MHC Il e de moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 via
LAG-3 e CTLA-4 respectivamente, mantendo estas em seu estado imaturo;
podem inibir a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias aumentando o limiar da

producdo de IL-10; promovem a deprivacdo de ATP do meio extracelular,
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essencial para a maturagdo das DCs; e ainda podem manter-se aderidas as
DCs via Nrp-1 por longos periodos, o que impede que a apresentacao de
antigenos seja realizada (revisto por SHEVACH, 2009). As células Treg atuam
também sobre os linfocitos e influenciam principalmente sua funcdo por
aumentarem a expressao de receptor de TGF-B e por reduzir sua capacidade
proliferativa, induzindo anergia, apoptose e ainda, a conversao destas células
em um fenotipo regulador (NI; REDMOND, 2006). Estudos destacam ainda que
alguns mecanismos de controle da resposta imune adaptativa mediado por
Tregs podem ser induzidos pela liberacao de citocinas supressoras como IL-10,
TGF-B e IL-35; a producdo de AMP ciclico e granzima B, e ainda,
indiretamente, pelo alto consumo de IL-2 do microambiente devido a sua alta
expressao do receptor IL-2Ra (CD25) (revisto por SHEVACH, 2009).

Muitos estudos tém feito associacBes entre a presenca de células T
reguladoras e os mecanismos de escape em diversos tipos de tumores (ZOU,
2005; ZOU, 2006; CURIEL, 2007b). Evidéncias indicam que o caréter
supressor das células T reguladoras pode ser apontado como uma das cruciais
vias para o escape tumoral e um dos principais obstaculos para o sucesso da
imunoterapia antitumoral (SHEVACH, 2002; DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004;
SAKAGUCHI, 2005; ZOU, 2005). Em diversos tipos de tumores observa-se um
aumento do numero de células T reguladoras no sangue periférico e no tecido
tumoral (CURIEL et al.,, 2004; ZOU, 2006; STRAUSS et al.,, 2007). Séao
conhecidos atualmente véarios processos no qual as células Tregs sdo peca
fundamental no controle de respostas imunes, no entanto muito dos
mecanismos cruciais na geracado dessas células sdo devidos a atuacdo de
células dendriticas amplamente heterogéneas em diferentes sitios infecciosos
e tumorais (BELKAID; OLDENHOVE, 2008). Varios estudos demonstram que
um aumento no numero destas células em canceres como de pancreas
(LIYANAGE et al., 2002), mama (LIYANAGE et al., 2002), pulméo (WOO et al.,
2002) e ovario (CURIEL et al.,, 2004) se relacionam com uma menor
sobrevivéncia dos pacientes.

O céancer é uma patologia de natureza genética caracterizada pela
diferenciacdo anormal de células sadias, presentes em 6rgaos ou tecidos, que

perdem a capacidade de manterem-se em homeostase, apresentando assim
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alteragbes em sua maquinaria celular. Tais mudancas estdo ligadas,
principalmente, ao controle da proliferacdo, aos mecanismos de apoptose e a
alta instabilidade genémica. Como consequéncia inicial desses fatos, tais
células podem originar tumores primarios, desenvolvidos em seu tecido de
origem e tardiamente podem adquirir a capacidade de migragao, invasao e
crescimento em sitios secundarios (diferentes dos sitios de formacédo dos
tumores primarios), caracterizando assim em metastases. Segundo dados
estatisticos do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de mama
representa, nos paises ocidentais, uma das principais causas de morte entre
mulheres e no Brasil para 2010 eram esperados 49.240 novos casos de cancer
de mama, ou seja, 49 novos casos a cada 100 mil mulheres. Os estudos
estatisticos indicam o aumento de sua freqUéncia tantos nos paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento (RADICE; REDAELLI,
2003; JEMAL et al., 2004). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
nas décadas de 60 e 70 registrou-se um aumento de 10 vezes nas taxas de
incidéncia ajustadas por idade nos Registros de Cancer de Base Populacional
de diversos continentes. No Brasil esse tipo de cancer é o que mais gera
mortalidade entre as mulheres. Muito dos avan¢cos no campo de combate a
esse tipo de cancer se da através dos avancos no desenvolvimento de
metodologias de prevencdo e prognoéstico que crescem a cada dia. A
identificacdo de marcadores moleculares dos canceres em geral e das demais
células, também do sistema imune, envolvidas no processo tumoral, tém
despertado grande interesse na comunidade cientifica, uma vez que o0s
mesmos podem ser utilizados no diagndéstico precoce da doenga, na avaliacdo
do prognéstico da paciente e também na determinacdo da conduta terapéutica
(DOWSETT, 1998; SRIVASTAVA; GOPAL-SRIVASTAVA, 2002; KEEN;
DAVIDSON, 2003).

Outra vertente de pesquisas muito recorrentes nos dias atuais, sdo 0s
conhecimentos gerados na descoberta de antigenos associados a tumores
(TAAs), identificados pela propria resposta imune dos pacientes (GERVOIS et
al., 1990; PANDOLFINO et al., 1992; VAN DER BRUGGEN et al., 1994).
Dentre os diversos antigenos tumorais mais estudados atualmente, pode-se

citar o HER-2/neu, superexpresso em 20-40% dos tumores de mama, 20-25%
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dos carcinomas de ovéario e 80-85% dos adenocarcinomas coloretais e de
pancreas, como revisto por Baxevanis et al. (2006). A expressao de HER-2/neu
por células tumorais em pacientes é capaz de estimular tanto a resposta imune
humoral quanto a celular em boa parte dos pacientes, podendo ser
reconhecidas por CTLs (FISK et al., 1995; DISIS; CHEEVER, 1997; JAGER et
al., 2000; KIESSLING et al., 2002). No entanto, a escolha do antigeno tumoral
como alvo terapéutico e a resposta T especifica podem ndo ser os Unicos
fatores de avaliacdo no que se diz respeito a inducdo de uma resposta imune
antitumoral eficaz. Estudos clinicos recentes realizados para o tratamento de
cancer de colo do Gtero indicaram elevada ativacéo e proliferacao de linfécitos
HPV16 EG6/E7 especificos apdés a vacinacdo das pacientes, no entanto a
grande maioria desses linfécitos se caracterizou pelo fendtipo
CD4'CD25'Foxp3” e por seu alto potencial supressor, o que de fato anula a
potencialidade desse alvo imunoterapéutico (WELTERS et al., 2010).

No contexto da imunologia contra tumores, o sucesso ou falha da
eliminacdo de células neoplasicas pode, muitas vezes, estar relacionado ao
balanco entre imunidade e tolerdncia durante o estabelecimento de uma
resposta imune antitumoral. Células tumorais podem nao somente proliferar e
disseminar no organismo como também mimetizam mecanismos utilizados pelo
sistema imune para a diminuicdo/supressao da resposta imune assim como a
geracao de respostas adaptativas do tipo Th2 ou T regulador. Entre esses se
destacam: a producao de citocinas imunossupressoras, como TGF-B (TADA et
al.,, 1991) ou IL-10, IL4 e IL5 (YAMAMURA et al.,, 1993); a expressao de
moléculas de co-estimulo negativo, como PD-L1 (B7-H1) (BLANK;
MACKENSEN, 2007) e moléculas relacionadas a inducdo de apoptose, como
FAS-L (CD95L) (GORDON; KLEINERMAN, 2009). As interagbes promovidas
entre células cancerigenas, células teciduais e o sistema imune, presentes no
microambiente tumoral, proporcionam um conjunto de fatores, tanto locais
como sistémicos, favorecedores do crescimento, do escape e da “protecao”
das células tumorais, reduzindo e/ou atenuando a eficiéncia de tratamentos
imunoterapéuticos. Alguns autores defendem ainda que a auséncia de uma
fase aguda durante o desenvolvimento do processo tumoral poderia influenciar

diretamente a qualidade da apresentacdo dos antigenos assim como a
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ativacdo dos linfocitos T e geracdo de respostas adaptativas mais complexas
(20U, 2005).

Considerando o contexto apresentado, o presente estudo visa amplificar
os conhecimentos sobre as interagdes entre células do sistema imune atuantes
no processo de ativagcdo ou regulacdo da resposta antitumoral efetiva,
buscando investigar o papel imunomodulador de células dendriticas a cerca do

desenvolvimento do cancer de mama.



2 OBJETIVOS
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O presente estudo visou investigar e comparar o potencial estimulador
de células dendriticas derivadas de individuos sadios e individuos portadores

de cancer quanto a capacidade tolerogénica na estimulacdo de linfécitos T

reguladores in vitro. Especificamente pretendeu-se:

1) Comparar a frequéncia inicial de células T com fenétipo regulador presentes
no sangue periféricos de pacientes portadores de carcinoma maméario e

doadoras saudaveis;

2) Caracterizar fenotipicamente e avaliar a capacidade de mondécitos, DCs
imaturas e DC maduras, obtidas de individuos portadores de céancer na

geracao/expanséao de linfocitos T com fendtipo regulador;

3) Avaliar a atividade “reguladora” dos linfécitos estimulados in vitro pelas
diferentes APCs sobre a estimulagdo de PBMCs alogenéicas previamente

ativadas;

4) Investigar possiveis mecanismos envolvidos na inducdo de linfocitos T

reguladores por células dendriticas de pacientes com cancer de mama.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Obtencéo das amostras de sangue periférico de pacientes portadores

de cancer e de doadoras sadias

Cerca de 30 ml de sangue periférico (PBMCs) foram coletados de
pacientes portadores de cancer e de doadoras saudaveis, em tubos BD
Vacutainer® (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) heparinizados apés
consentimento por escrito dos doadores e sob prévia aprovacdo dos comités
de ética e pesquisa do Instituto de Ciéncias Biomédicas e do Hospital Pérola
Byington. Para o estudo principal foram considerados como critérios de
elegibilidade, pacientes portadores de cancer de mama do sexo feminino e
doadoras sadias, com idade superior a 18 anos e peso acima de 50 Kg. A
tabela contendo os dados demogréaficos dos individuos da pesquisa esta

representada na pagina a seguir (Tabela 1).



33

Tabela 1 - Dados demogréaficos de pacientes portadores de cancer e individuos
saudaveis incluidos na pesquisa

Individuo Idade  Sexo Diagnoéstico
P.01 54 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.02 49 F Cancer do colo do Utero
P.03 65 F Cancer do colo do utero
P.04* 67 F Sarcoma do endométrio
P.05 58 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.06 57 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.07 71 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.08 44 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.09 46 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.10 53 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.11 55 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.12 55 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.13 76 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.14 48 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.15 42 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.16 66 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.17 44 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.18 62 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.19 63 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.20 40 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.21 60 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.22 57 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.23 64 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.24 70 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.25 40 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.26 62 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.27 63 F Carcinoma mamario ductal invasivo
P.28 50 M Glioblastoma Multiforme
P.29 70 M Glioblastoma Multiforme
P.30 66 M Glioblastoma Multiforme
P.31 78 M Adenocarcinoma gastrico
P.32 09 M Linfoma de célula T
c.o1 54 F Controle saudavel
Cc.02 40 F Controle saudavel
C.03 39 F Controle saudavel
C.04 55 F Controle saudavel
C.05 53 F Controle saudavel
C.06 53 F Controle saudavel

(P.= paciente; C.= controle; M= masculino; F= feminino; *amostra ndo utilizada, a paciente
apresentava linfocitose no momento da doacao da amostra).
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3.2 Obtencéo de mondcitos e células dendriticas sanguineas

Para a purificacdo de mondcitos e células dendriticas sanguineas, cerca
de 30 mL do sangue foram coletados, diluidos em PBS estéril e colocados em
tubos plasticos conicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no fundo do
tubo, 12 mL de Ficoll-Paque. O material foi submetido a um gradiente de
centrifugacédo, primeiramente a 900 g por 30 minutos, a 18 °C. A camada de
células mononucleares formada foi retirada, colocada em outro tubo juntamente
com meio de cultura RPMI 1640 e centrifugada a 600g por 10 min, e
posteriormente lavadas por mais 2 vezes a 300 g e 200 g, respectivamente,
para eliminacdo das plaquetas. O pellet celular foi coletado, as células
guantificadas, ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SBF) (R-10; Sigma) acrescido de antibiético-antimicotico (100
U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 25 pg/ml anfotericina, Gibco, EUA)
e utilizadas para os experimentos de fenotipagem ou de co-cultura com

linfécitos, conforme os itens seguintes.

3.3 Diferenciacao de células dendriticas derivadas de monocitos do

sangue periférico in vitro

Para a purificacdo de células mononucleares, cerca de 30 mL do sangue
foram coletados, diluidos em PBS estéril e colocados em tubos plasticos
conicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no fundo do tubo, 12 mL de
Ficoll-Paque. O material foi submetido a um gradiente de centrifugacao,
primeiramente a 900 g por 30 minutos, a 18 °C. A camada de células
mononucleares formada foi retirada, colocada em outro tubo juntamente com
meio de cultura RPMI e centrifugada a 600 g por 10 min, e posteriormente
lavadas por mais 2 vezes a 300 g e 200 g, respectivamente, para eliminacao
das plaquetas. O pellet celular foi coletado, as células quantificadas,
ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF) (R-10; Sigma) acrescido de antibiético-antimicotico (100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 25 pg/ml anfotericina, Gibco, EUA) e
colocadas em placa de cultura de 6 pocos, na concentracdo de 1x10°/mL e
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foram mantidas em estufa de CO, em periodo over-night (de 15-18hs) a 37 °C,
para aderéncia. Apos esse periodo, as células ndo-aderentes foram retiradas e
fenotipadas ou congeladas a -70 °C com DMSO e as aderentes cultivadas por
7 dias em meio R-10 acrescido de 50 ng/mL de IL-4 e 50 ng/mL de GM-CSF.
Para a obtencdo de células dendriticas maduras, utilizadas em alguns
experimentos, foi adicionado 50 ng/mL de TNF-a no quinto de cultura como
estimulo de maturacéo. Apos o periodo de cultura, as placas foram submetidas
a um banho de gelo por cerca de 10 minutos, para facilitar a retirada e coleta
das células aderentes. Estas foram lavadas em meio RPMI e testadas em sua
viabilidade por sua capacidade de excluir o Azul de Trypan (0,4%), em seguida
foram submetidas a andlise fenotipica por citometria de fluxo, assim como,

utilizadas para os demais ensaios do estudo.

3.4 Andlise de marcadores de maturacdo de mondcitos e DCs por

Citometria de Fluxo

DCs e mondcitos foram avaliados quanto ao seu fen6tipo de membrana
através da marcacdo de moléculas de superficie com anticorpos monoclonais.
Para determinacdo do fenotipo de membrana, células obtidas das culturas
foram marcadas com anticorpos monoclonais comerciais (BD Pharmigen)
especificos seguintes: CD11c (DCs mieldides), CD123 (DCs plasmocitéides),
CD80 (molécula co-estimuladora), CD86 (molécula co-estimuladora), CD83
(maturacdo de DC), CD40 (ativacdo celular), CDla (DC derivadas de
mondcitos in vitro), CD274 (PD-L1 — molécula de co-estimulo negativo), HLA-
ABC (MHC de classe 1), HLA-DR (MHC de classe Il) e lineage (negativo para
CD56, CD3, CD19, CD14 - nos estudos iniciais). Células obtidas das culturas
foram contadas em aliquotas de 1x10° células, foram colocadas em tubos
plasticos (Eppendorf) de 1,5 mL e lavadas/centrifugadas trés vezes por 10
segundos, a 13000 rpm, a 4 °C contendo 200 pL de tampao para citometria
(PBS suplementado com 0,5% de soroalbumina bovina e 0,02% de azida
sbdica) para obtencdo de um pellet, ao qual foram adicionados anticorpos
especificos para os marcadores de interesse. Em seguida, foram incubadas por

20 min a 4 °C com os anticorpos de interesse. Apés este periodo, o0 material foi
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lavado por duas vezes (10 segundos, a 13000 rpm, a 4 °C) novamente com
200 pL de tampado para citometria (PBS suplementado com 0,5% de
soroalbumina bovina e 0,02% de azida sddica). Apds as lavagens, as células,
ja marcadas, foram ressuspensas em 300 uL de PBS-formol a 1% com a leitura
realizada em citometro de fluxo (FACS Calibur - BD). Os dados obtidos foram
analisados usando-se o software FlowJo versao 7.2.4 (Three Star). A listagem
dos anticorpos e fluorocromos utilizados, bem como suas funcdes sé&o

apresentados na tabela 2 e quadro 1, respectivamente.

3.5 Fenotipagem de linfécitos T por Citometria de fluxo

A fenotipagem dos linfécitos humanos para moléculas de superficie foi
realizada por citometria de fluxo conforme protocolo padréo, ja descrito no item
trés. As células foram lavadas e incubadas com os anticorpos especificos
conjugados com fluorocromos por 20 minutos a 4 °C para as seguintes
moléculas conforme a necessidade dos experimentos: CD3 (marcador
especifico de linfécitos T), CD4 (subpopulacdo de linfécito T), CD8
(subpopulacdo de linfocito T), CD25 (linfocitos T ativados e reguladores),
CD45RA (linfécitos T naive), CD45RO (linfécitos T de memoria), CD127
(expresséo baixa em linfocitos T reguladores) e PD-1 (programador de morte
1). A listagem dos anticorpos e fluorocromos utilizados, bem como suas

funcdes sdo apresentados na Tabela 2 e Quadro 1, respectivamente.

3.6 Marcacdo intracelular de Foxp3 e CTLA-4 em linfocitos

Para a marcacao de Foxp3 e CTLA-4 (CD152), células mantidas em co-
cultura por 6 dias foram retiradas e primeiramente lavadas em tampao para
citometria (protocolo padrdo). Em seguida foi realizada a marcacdo das
moléculas de superficie CD4 e CD25 e, em alguns experimentos, CD127,
CD45R0 e PD-1 (como descrito no item 111.3). Apds a incubac¢do dos anticorpos
de superficie e as lavagens, as marcacfes de Foxp3 e CTLA-4 foram realizada
através da utilizacdo de kit PE Anti-Human Foxp3 Staining Set (eBioscience,

San Diego, CA, EUA - cod. 72-5774-40), seguindo as instrucdes do fabricante.
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Apos centrifugacdo dos tubos a 1.500 rpm por 5 minutos, as células foram
ressuspendidas em 500 pL/tubo de solugdo permeabilizadora/fixadora diluida
1:4 e incubadas por 45 minutos a 4 °C no escuro. Apos a incubacéao, as células
foram lavadas duas vezes com 1 mL de tampédo de lavagem (SFB diluido em
agua Milli-Q 1x) a 1.500 rpm por 5 minutos. Os anticorpos anti-Foxp3, anti-
IgG1k (inespecifico) e anti-CTLA-4 foram entdo adicionados, seguido de nova
incubacdo por 30 minutos a 4 °C. As células foram entdo lavadas por mais
duas vezes, ressuspendidas em tampao para citometria, lidas imediatamente
no citbmetro de fluxo (FACS Calibur - BD Biosciences) e analisadas
posteriormente com o software FlowJo 7.2.5 (Tree Stars Inc.). As marcagdes
intracelulares foram consideradas positivas partindo da marcacédo basal de
anticorpos monoclonais controles (IgGlkappa) para a confirmagao. A listagem
dos anticorpos e fluorocromos utilizados, bem como suas funcdes sé&o

apresentados na tabela 2 e quadro 1, respectivamente.



Tabela 2 - Anticorpos utilizados para analise por citometria de fluxo

Molécula Clone Isétipo Fluorocromo
CDla HI149 lgG1, k PE
CD3 HIT3a lgG2a, k FITC; APC
CcD4 RPA-T4 IgG1, K FITC ; PE
CD8 SK1 IgG1, K PerCP
CD8 RPA-T8 IgG1, K PE-Cy5

CD11c B-ly6 IgG1, k PE
CD14 M5E2 IgG2a, k FITC; PE
CD19 HIB19 IgG1, k FITC
CD25 2A3 IgG1, Kk APC
CD40 5C3 IgG1, k PE-Cy5

CD45RA HI100 1gG2Db, k APC

CD45R0O UCHL1 IgG2a, k APC

CD56 NCAM16.2 1gG2Db, k FITC
CD80 L307.4 lgG1, k PE-Cy5
CD83 HB15e IgG1, k PE-Cy5
CD86 2331 (FUN-1) lgG1, k PE
CD123 9F5 lgG1, k PE-Cy5
CD127 HIL-7R-M21 IgG1, k PERCP-Cy5
CD152 BNI3 lgG2a, k PE-Cy5
CD274 MIH1 IgG1, K PE
CD279 MIH4 IgG1, Kk APC
FOXP3 259D/C7 IgG1 PE

HLA-ABC G46-2.6 IgG1, Kk FITC, PE, PE-Cy5

HLA-DR L243 (G46-6) 1gG2a, k APC

38
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Quadro 1 - Func¢des conhecidas das moléculas analisadas

Moléculas | Expressdo Celular Principal Principais funcdes atribuidas
CDla Timécitps e células Apre;entagéq dg an.tl'genos nao-peptidicos
dendriticas (lipidicos e glicolipidicos) a algumas células T
CD3 Linfécitos T e timocitos Transducéo de sinal do TCR
Subpopulacao de linfécitos T, | Co-receptor de sinalizacdo e adeséo de
CD4 timocitos, mondcitos e linfocitos T
macréfagos
cDs Subpopulacao de linfécitos T Co-receptor de sinalizacédo e adeséo de
e timécitos linfécitos T
Mondcitos, macrofagos, Integrina; adesé@o de mondcitos ao endotélio e
CD11c granuldcitos, células as proteinas da matriz extracelular, principal
dendriticas, células NK integrina de macréfagos e células dendriticas
cD14 Mondcitos, macrofagos e liga-se ao complexo de LPS, necessaria para a
granuldcitos ativacdo do macréfago induzida por LPS
cD19 Maioria dos linfécitos B Formacéo do complexo CD19-CD21-CD81 para
ativacdo de linfécitos B via BCR
cD25 Linfécitos T e B ativados, Receptor da cadeia a de IL-2; liga-se a IL-2,
macréfagos ativados subunidade de IL-2R
Linfocitos B, macrofagos, Liga-se ao CD154 (ligante de CD40); papel na
CD40 células dendriticas, células ativacdo de linfécitos B, macréfagos, células
endoteliais dendriticas e células endoteliais
Linfécitos T naive, linfocitos B | Papel critico na sinalizacdo mediada pelo
CD45RA s . . R .
€ mondcitos naive receptor antigénico de linfocitos B e T naive
Linfocitos T de memodria, Papel critico na sinalizacdo mediada pelo
CD45R0O | subconjuntos de linfécitos B, receptor antigénico de linfocitos T e B de
mondécitos e macréfagos memaria
CD56 Células NK, subpopulacbes Superfamilia das imunoglobulinas; Adesao
de linfocitos T e B, cérebro homotipica
CD80 Células dendriticas, linfocitos | Co-estimulador para ativacéo de linfocitos T,
B e macréfagos ligante para CD28 e CD152 (CTLA-4)
Células dendriticas e de Liga-se ao &cido sidlico, tem expressao
CD83 Langerhans, linfécitos B do aumentada em células dendriticas maduras
centro germinativo
CDS6 linfécitos B e T_, monacitos, (_:o-estimulador para ativacéo de linfocitos T,
células dendriticas ligante para CD28 e CD152 (CTLA-4)
Monécitos, macréfagos, Cadeia a do receptor de IL-3; Liga-se a IL-3 e
CD123 megacariocitos em associacdo com CD131, medeia efeitos
biolégicos de IL-3
Precursores de linfécitos, Cadeia a do receptor de IL-7; Liga-se a IL-7 e
CD127 linfécitos T e reduzido em em associagcdo com CD132, medeia efeitos
Tregs humanas bioldgicos de IL-7
CD152 Linfocitos T ativados e T Pode ligar-se a CD80 e CD86 nas APCs e
(CTLA-4) | reguladores promover a sinalizacdo inibitéria nos linfécitos T
CD274 Macréfagos, mondcitos Molécula de co-estimulo negativo liga-se ao PD-
(PD-L1) células dendriticas, linfécitos T | 1 em linfocitos e promove sua inativagdo
CD279 Linfocitos T, B e células Molécula responsavel por receber sinais de
(PD-1) mieléides ativadas inibicdo nos linfécitos apos a ligacéo via PD-Ls
células T reguladoras e Fator de transcricdo de células T reguladoras
Foxp3 transitorio em células T
ativadas
HLA-ABC | Todas as células Moléculas de classe | do MHC
Monécitos, macréfagos, Moléculas de classe Il do MHC
HLA-DR | células dendriticas, linfécitos

B

Fonte: Abbas et al. (2003)
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3.7 Separacédo das subpopulac@es de células T para co-culturas

Nos experimentos de co-cultura, linfécitos provenientes de doadores
saudaveis ou pacientes, foram contabilizados e lavados em PBS-BSA-EDTA
(0,5% de BSA e 3mM de EDTA), e entdo enriquecidos com beads magnéticas
(Miltenyi Biotec) anti-CD3 (separacdo da populacéo total de linfocitos T), anti-
CD4 (separacao da sub-populacdo de linfocitos T) e anti-CD25 (deplecdo ou
separacao de células ativadas) e posteriormente magneticamente selecionadas
por MACS®-sorting de acordo com as instru¢des do fabricante. Para anélise da
pureza das subpopulacdes isoladas foi realizada citometria de fluxo apos cada

procedimento de separacdo celular considerando-se aceitavel a pureza = 95%.

3.8 Avaliagéo da atividade estimuladora das DCs

Na avaliacdo da capacidade estimuladora das células dendriticas
geradas in vitro, DCs provenientes de individuos sadios ou pacientes foram co-
cultivadas com linfocitos T CD3" autdlogos ou alogeneicos previamente
corados por CFSE, na proporgéo 1 DC: 10 linfécitos T, em um volume final de
300 pL/pogo (meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e antibidticos-
antimicoticos), cultivadas em placa de 96 pogos em fundo “U”. As células foram
mantidas por cinco dias em estufa com atmosfera contendo 5% de CO, e a 37°

C, quando o perfil linfocitario foi avaliado.

3.9 Avaliacédo da proliferacéo celular de linfocitos T

Nos ensaios de avalia¢io da proliferacéo celular, linfocitos T CD3" foram
incubados em tampdo PBS-BSA 0,1%, contendo 5uM de CFSE (LYONS,
2000). A incubacéo foi feita a 37 °C, no escuro, por 10 min. Apés este periodo,
as células foram lavadas duas vezes em meio RPMI gelado, suplementado
com 10% de soro bovino fetal, condicionadas por 5 minutos em gelo e
posteriormente lavadas em RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino para os ensaios de co-cultura. Os linfocitos foram co-cultivados com

diferentes DCs, como descrito no item oito, e ao término da cultura (5 dias),
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foram marcados com anticorpos de superficie anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e a
diluicdo do CFSE foi avaliada por citometria de fluxo (FACS Calibur - BD). Os
dados obtidos foram analisados usando-se o software FlowJo versédo 7.2.5
(Three Star).

3.10 Avaliacdo da geracdo de células T reguladoras por DCs

Para avaliar a capacidade de DCs na geracdo de células Treg, DCs
provenientes de individuos sadios ou pacientes foram co-cultivadas com
linfocitos T CD3"CD25"9Foxp3™? ou T CD4'CD25"9Foxp3"™? (previamente
isolados por beads magnéticas e confirmados por citometria de fluxo) autélogos
ou alogeneicos, na propor¢do 1 DC: 10 linfocitos, em um volume final de 300
pL/pogco (meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB), em placa de 96
pocos em fundo “U”. As células foram mantidas por seis dias em estufa com
atmosfera contendo 5% de CO, e saturada de agua a 37 °C. A freqiéncia de
células geradas apresentando fendtipo caracteristico de  Tregs
(CD4*CD25'Foxp3'CTLA-4" ou CD4'CD25'Foxp3*C127%) foi determinada
por citometria de fluxo ao final do tempo de cultura, sempre considerando a

populacgao inicial (Foxp3 negativa) utilizada.

3.11 Investigagdo da capacidade supressora de células CD25" geradas

por estimulacdo de DCs

ApOs o término das co-culturas entre linfocitos CD3"CD25"%Foxp3™? e
DCs provenientes de individuos sadios ou pacientes, a populacdo de células
CD25" resultante foi isolada por beads magnéticas e colocada em co-cultura
com PBMCs alogeneicas (1 CD25" : 10 PBMCs) previamente coradas com
CFSE e sob a estimulagdo por fitohemaglutinina (PHA) durante 3 dias em
estufa com atmosfera contendo 5% de CO, a 37 °C. Ao fim do tempo de cultura
as células foram retiradas da placa e avaliou-se a diluicho de CFSE por
citometria de fluxo das PBMCs ativadas por PHA. O calculo de capacidade

supressora foi realizado pela férmula a seguir.



42

% de Supressao = MFI (Pha) / MFI (exp). x 100.
Onde: MFI Pha = MFI de CFSE das PBMCs ativadas por
fitohemaglutinina
MFI exp.= MFI de CFSE das PBMCs ativadas por fitohemaglutinina
adicionadas de células CD25" de co-culturas com iDCs de doadoras controle

ou de iDCs pacientes com cancer de mama.

3.12 Deteccéo da producdao de citocinas por BIOPLEX

Sobrenadantes das co-culturas foram submetidos ao ensaio de deteccéao
da producao das citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17,
TNF-a, IFN-y, pela técnica de BIOPLEX. O ensaio foi realizado de acordo com

o protocolo do fabricante (Multiplex, Millipore).

3.13 Deteccdao de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para detecgcdo das citocinas IL-10 e IFN-y nos sobrenadantes das
culturas foram utilizados os kits BD OptEIA™ para citocinas (BD Biosciences)
e para TGF-B1 (bioativo) foi utilizado kit TGF-betal Ready-SET-Go!®
(eBioscience, San Diego, CA, EUA). Nestes ensaios, placas de 96 pocos de
fundo chato Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 50 pL/pog¢o do anticorpo
(Ac) de captura para cada citocina, diluido em tampdo NaCO;z; (pH 9,5) e
mantidas a 4 °C “overnight”. Apds trés lavagens com 200puL/poco de tampéo de
lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,2), as placas foram
bloqgueadas com 200 uL/poco de tampao de bloqueio (PBS com 10% de soro
fetal bovino) por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, apés Trés lavagens,
as amostras e a curva-padrao foram incubadas por um periodo de 2 h em
temperatura ambiente. Para a curva-padrdo, citocinas recombinantes foram
incubadas em duplicatas de 45 pL por poco das diluicdes seriadas (fator 2 de
diluicdo), conforme recomendacdes do fabricante. Ap6s 5 lavagens, foram
adicionados 50uL/poco de Ac de deteccdo diluido em tampédo de bloqueio,
juntamente com estreptoavidina, seguindo-se uma nova incubacéo por 1 h, a

temperatura ambiente, no escuro. Apos esse periodo a placa foi lavada sete
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vezes e adicionou-se 50uL/poco de substrato (H,O, e tetrametilbenzidina, BD
Biosciences) foram adicionados, com incubacéo de 30 minutos, no escuro, em
temperatura ambiente. Por fim, 50uL/po¢co de H,SO, (2N) foram adicionados
para interromper a reacdo e a densidade Optica foi determinada em
espectrofotdmetro com filtro de 450 nm. O célculo das concentragdes foi feito
com auxilio do software Softmax Pro, através da equacdo de regresséo linear
com base na curva padréo e a analise de dados foi executada com auxilio do

software Prisma versao 5.
3.14 Bloqueio de TGF-B nas co-culturas

No dia zero das co-culturas de iDCs de pacientes com linfécitos
CD4"CD25™¢ alogeneicos, foram adicionado anticorpos neutralizadores anti-
TGF-B na concentracdo de 1 ng/ml (R;D Systems) diluidos em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma) contendo
antibidtico-antimicotico (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 25
pg/ml anfotericina, Gibco, EUA).

3.15 Separagdo de subpopulacdes de células dendriticas imaturas por

Facs-Sorting

Cerca de 10° iDCs diferenciadas de mondcitos de pacientes com cancer
de mama ap6s 7 dias de incubacdo na presenca de GM-CSF e IL-4 foram
retiradas da placa de cultura, lavadas em meio RPMI-1640 e em seguida
lavadas em tampao de Facs estéril por duas vezes. Posteriormente promoveu-
se a incubacéo das mesmas com anticorpos anti-CD86 (PE) na concentragéo
ideal, a lavagem em tampé&o de Facs padrdo e a ressuspensdo das mesmas
em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino acrescido de
antibioticos-antimicoticos. No passo seguinte, as iDCs foram submetidas ao
sorting, inicialmente pela selecdo por tamanho e granulosidade caracteristicos
e subseqiientemente pelas subpopulacdes CD86"'9" e CD86'" com a

utilizacdo do FacsCalibur (BD Biosciences) através do software CellQuest. Os
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dados relativos a eficiéncia de separacdo por Facs-sorting foram analisados

usando-se o software FlowJo versdo 7.2.5 (Three Star).

3.16 Analise estatistica

Os dados obtidos foram, inicialmente, submetidos a andlise quanto ao
padréo de distribuicdo normal (Gaussiana) e em seguida, utilizou-se o teste t (t
Student) pareado para verificar as diferencas entre os dados gerados por
células dendriticas de pacientes e individuos saudaveis. Para a analise
estatistica entre mondcitos, iDCs e mDCs de pacientes foi utilizado o teste de
variancia  ANOVA com poés teste de Bonferroni. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p< 0,05 (* p<
0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,0001) nos resultados analisados. A andlise estatistica
e os graficos apresentados foram gerados com auxilio do software GraphPad

Prisma verséao 5 para Windows.



4 RESULTADOS
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4.1 Avaliacdo da freqiiéncia de células CD4'CD25'Foxp3" (Tregs)

circulantes em pacientes portadores de cancer

Células ndo aderentes (CNAs) frescas, obtidas do dia zero das culturas
de diferenciacdo de células dendriticas de pacientes e individuos controle,
foram submetidas a fenotipagem por citometria de fluxo quanto a marcadores
de superficie (CD4, CD25, CD127, PD-1, CD45R0) e intracelulares (Foxp3 e
CTLA-4), caracteristicos de células T reguladoras (embora a molécula CTLA-4
seja de superficie, sua deteccdo € mais sensivel quando as células séo
submetidas a protocolo de marcacao intracelular). Apés a marcacdo das
células com anticorpos especificos e a leitura em citdmetro de fluxo, os dados
foram analisados com o software FlowJo versédo 7.2.4 (Tree Stars). Para tal,
realizou-se um gate na populacdo de linfécitos respeitando-se os parametros
de tamanho (FSC - forward scatter) por granulosidade (SSC — side scatter)
(Figura 1A), e nestes, avaliou-se a expressao isolada de CD25 (Figura 1B), e
nas ceélulas positivas para este marcador, a expressdao de CD4 e Foxp3
simultaneamente em pacientes e em individuos controle (Figura 1C e 1D). A
expressao de Foxp3, por ser intranuclear e variar entre experimentos, foi
avaliada com a utlizacdo de anticorpos isotipo-controle em todos os
experimentos. Com a finalidade comparativa, pacientes portadores de
diferentes tipos de tumores foram selecionados para a andlise da frequéncia de
células circulantes com fendétipo regulador. Os resultados obtidos indicaram
uma maior frequéncia de Tregs (CD4"CD25'Foxp3*) em pacientes com cancer
de mama, de colo do utero e adenocarcinoma gastrico quando comparados ao
controle (Figura 2). Sabendo que pacientes com céancer de mama
apresentavam indicativos de diferencas na frequéncia de Tregs periféricas,
focamos e aumentamos o nimero dos individuos do estudo e nossos dados
revelaram que a frequiéncia de Tregs em pacientes com cancer de mama foi
significativamente maior (19,5% + 2,33 x 8,0 % = 2,3; *p < 0,05) quando
comparada aos individuos controle (Figura 3A), com a expressao de CTLA-4
mostrou-se similar nos dois grupos analisados (Figura 3B). Em células de

pacientes, células CD4"CD25"Foxp3*, foram selecionadas para a avaliacdo de
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marcadores caracteristicos de células T reguladoras CTLA-4, CD127, PD-1 e
CD45RO0O (Figura 3C).
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Figura 1. Graficos representativos das andalises fenotipicas realizadas para avaliacdo de
células T reguladoras em células mononucleares ndo aderentes As andlises
foram realizadas primeiramente por gates realizados em tamanho por
granulosidade na populagdo de linfécitos (A), seguido pela selecdo de células
CD25" (B) e posteriormente pela avaliagdo da expressdo de CD4 e Foxp3 de
maneira simultdnea em pacientes e controles (C e D). Anticorpos de lIsotipo
controle foram utilizado para validar a analise da marcacao intranuclear de Foxp3.
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Figura 2. Fenotipagem de linfocitos T reguladores em células mononucleares nao
aderentes separadas ex vivo de pacientes com cancer. CNAs obtidas das
culturas foram submetidas a fenotipagem com anticorpos especificos para CD25,
CD4 e Foxp3. Populagdo de linfocitos foi selecionada por tamanho por
granulosidade, pela selecdo de células CD25" e avaliacdo simultinea da
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Figura 3. Freqiéncia de linfocitos T reguladores em células mononucleares néo
aderentes de pacientes com cancer de mama e de doadoras saudéveis
controle. Em A, andlise da expresséo de células CD4 Foxp3* no gate CD25". Em
B, expresséo de CTLA-4 no gate de células CD4"Foxp3* em CD25". (n=6; *p <
0,05 - teste t Student). Em C, expressdo de CD127, CTLA-4, PD-1 e CD45R0O em
células CD4'CD25'Foxp3”, histogramas preenchidos representam células nao-
marcadas.
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4.2 Caracterizacdo fenotipica de células dendriticas imaturas

provenientes de pacientes portadoras de cancer de mama

Células mononucleares obtidas a partir do sangue periférico de
pacientes e doadoras saudaveis foram cultivadas por 7 dias em meio RPMI
acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos-antimicoticos na
presenca de IL-4 e GM-CSF para a diferenciacdo de mondcitos em células
dendriticas imaturas (iDCs). Posteriormente, as células foram removidas da
placa de cultura e submetidas a andlise fenotipica por citometria de fluxo.

iDCs de pacientes com cancer de mama constituem uma populacao
morfologicamente mais heterogénea em relacdo as iDCs de individuos
controles (Figura 4). Apesar de essa diferengca ser minimamente percebida
através das fotos, a avaliacdo por citometria de fluxo nos parametros de
tamanho (FSC - forward scatter) por granulosidade (SSC — side scatter) deixa
evidente a discrepancia entre as iDCs dos diferentes grupos (Figura 5A). Para
a analise dos marcadores de superficie, a populacdo de iDCs foi selecionada
por um primeiro gate em tamanho por granulosidade (Figura 5A) e em seguida
pela selecdo de células negativas para CD14 (marcador caracteristico de
mondcitos) e positivas para HLA-DR (moléculas de MHC classe IlI) onde
analisamos todos os outros marcadores (Figura 5B).

O estudo dos marcadores fenotipicos indicou uma similaridade da
freqiiéncia de células CD14™%HLA-DR" nos gates realizados, 0 que permite
avaliar mais fielmente os demais marcadores dentro dessa selecdo. Em nossos
resultados, nota-se uma frequéncia significativamente maior das moléculas
CD86 (co-estimuladora) e CD123 (receptor de IL-3) nas iDCs das pacientes
guando comparadas aos controles (Figura 6 e Tabela 3). Outras moléculas
avaliadas como CD80 (co-estimuladora) e CD83 (marcador de ativagao)
apresentaram uma tendéncia ao aumento nas iDCs das pacientes, por outro
lado a frequéncia da molécula CD1la (DCs derivadas de mondcitos in vitro) se
mostrou significantemente reduzida (Figura 6A e Tabela 3). Em relacéo ao MFI
(Intensidade Mediana de Fluorescéncia), para as mesmas moléculas avaliadas,
observa-se um aumento significativo das moléculas CD86 e CD123 nas iDCs

das pacientes enquanto a molécula CD83 se mostrou significantemente
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aumentada nas iDCs de doadoras saudaveis (Figura 7 e Tabela 3). Outras
moléculas como CD11lc, CDla, CD80, HLA-ABC e HLA-DR apresentaram
apenas tendéncias na diferenca de expressédo entre os dois grupos de iDCs,
porém tais diferencas ndo foram estatisticamente significativas (Figura 7 e
Tabela 3). A analise isolada da molécula CD86, que representou as diferencas
mais evidentes entre 0s grupos investigados, indicou uma expressao
diferenciada em iDCs de pacientes com cancer de mama. A populacdo de iDCs
CD80'CD86" duplo-positivas foi significantemente maior nas células de
pacientes (Figuras 8A e 8C) e os histogramas analisados da molécula CD86
isoladamente indicam o aparecimento de duas subpopula¢cées com diferentes
expressdes, uma CD86" e uma CD86"9" (Figura 8B). Esses achados podem

indicar diferencas funcionais, investigadas em outros itens dessa dissertacao.
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Figura 4. Fotografias representativas de células dendriticas imaturas diferenciadas in
vitro apés 7 dias de cultura em meio RPMI acrescido de 10% de SFB e
antibiéticos na presenca de IL-4 e GM-CSF. Nota-se maior heterogeneidade das
iDCs provenientes das pacientes com cancer de mama em comparag¢do com iDCs
saudaveis. (Imagens realizadas em microscépio 6tico por objetivas de 20x).
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Figura 5. Andlise fenotipica de células dendriticas imaturas diferenciadas in vitro. Em A e
B, analise comparativa das popula¢gBes de células dendriticas provenientes de
doadoras saudaveis e pacientes com cancer de mama quanto aos parametros de
tamanho (FSC) por granulosidade (SSC). Em C e D, gates realizados em células
CD14™9HLA-DR" de doadoras saudaveis e pacientes com cancer de mama para
a andlise dos demais marcadores de superficie.
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Figura 6. Gréfico da frequéncia de marcadores de superficie em células dendriticas
imaturas diferenciadas in vitro. Grafico representam a freqiiéncia da expressao
de moléculas de superficie em iDCs de doadoras saudaveis e de pacientes com
cancer de mama (controle, n= 5; pacientes, n=9; * p < 0,05; ** p £ 0,01; **p <
0,0001- teste t Student).
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Figura 7. Graficos da Intensidade Mediana de Fluorescéncia de moléculas de superficie
em dendriticas imaturas diferenciadas in vitro. Gréficos representam o MFI
(Intensidade Mediana de Fluorescéncia) das moléculas de superficie avaliadas em
iDCs de doadoras saudaveis e de pacientes com cancer de mama (controle, n=5;
pacientes, n=9; * p <0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,0001- teste t Student).
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Figura 8. Gréficos da expressdo de CD80 e CD86 em células dendriticas imaturas
diferenciadas in vitro. Graficos (A) e histogramas (B) representativos indicando a
expressdo de CD80-CD86 e CD86 isoladamente em iDCs provenientes de
doadoras saudaveis e de pacientes com cancer de mama. Linhas pontilhadas
representam as células sem marcacdo. Em C, grafico da freqiiéncia de iDCs
CD80"CD86" provenientes de doadoras saudaveis e de pacientes. (controle, n= 5;
pacientes, n=9; * p <0,05; — teste t Student).
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Tabela 3- Freqiiéncia e Intensidade Mediana de Fluorescéncia (MFI) das
moléculas de superficie nas populacdes de células dendriticas

imaturas.
Frequéncia (%) MFI
Moléculas saudaveis pacientes saudaveis pacientes
CD14"9/DR" 87,29+0,59 8819+551  -eeeooeem e

CD11c 95,20 + 2,66 78,37 £ 16,50 56,76 £ 17,5 73,1 +219
CD123 1,94+0,81 26,53 + 22,16* 1,00 £ 0,86 5,84 +6,13*
CD1la 68,11+ 13,38* 38,11 + 18,44 43,0 £18,25 16,29 £ 13,05
CD80 35,26 +12,16 53,94 + 23,96 18,0+ 12,54 19,86 £ 35,6
CD86 37,25+12,16 75,58 £11,7*** 3,33+£1,53 64,7 £ 45,1*
CD83 54,16 £+ 31,36 71,60 £ 16,95 68,1 + 16,0* 33,67 £ 23,55
PD-L1 56,66 + 24,0 79,75 +10,3 41,47 +£30 198,5+143,1
HLA-DR e s 185 £ 68,31 502,8 +134,8

(controles n=5; pacientes n=9; * p< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001 teste t Student)

4.3 Caracterizagdo fenotipica de monocitos, células dendriticas
sanguineas, células dendriticas imaturas e células dendriticas maduras

provenientes de pacientes portadoras de cancer de mama

Nessa fase do estudo avaliamos a dinamica da expressdo das
moléculas de superficie durante a diferenciacgdo de DCs de pacientes
portadoras de cancer de mama, e ainda comparamos com DCs obtidas
diretamente do sangue. Para tal, mondcitos (dia zero da cultura — CD14%), iDCs
(ap6s 7 dias na presenca de IL-4 e GM-CSF), mDCs (ap0s 7 dias na presenca
de IL4 e GM-CSF com adicdo de TNF-a no 5° dia) e DCs diretamente do
sangue (CD14"9HLA-DR") foram marcadas com anticorpos especificos para
as moléculas de superficie de interesse e analisadas quanto a frequéncia e o
MFI desses marcadores (Figura 9). Apesar da origem e 0 processo de
diferenciacdo serem distintos, células dendriticas fenotipadas diretamente do
sangue periférico das pacientes com cancer de mama possuem maiores

similaridades com iDCs do que com mondcitos ou mDCs, tanto em freqiéncia
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como MFI nas moléculas avaliadas (Figuras 10 e 11). Foi observada uma
frequéncia significantemente maior apenas na molécula CD123, mostrando-se
mais expressa em DCs sanguineas do que iDCs, fato relevante considerando a
presenca de DCs plasmocitdides CD11c¢™9CD123" circulantes (Figura 10). Em
relacdo ao MFI, a molécula CD11c se apresentou significantemente menor e a
molécula PD-L1 maior em iDCs diferenciadas quando comparadas as DCs
sanguineas (Figura 11).

Nota-se, ainda, que a maturacdo das iDCs, ap0s a adi¢cdo de TNF-a no
quinto dia de cultura, foi eficaz, indicado principalmente pelo aumento
significativo da expressdo de CD86 e CD40 e o aumento médio da expressao
das moléculas CD80, CD83 e HLA-DR (Figura 11).
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Figura 9. Graficos representativos da fenotipagem e andlise das populacfes de
monodcitos e células dendriticas sanguineas de pacientes com cancer de
mama. Células mononucleares do sangue de pacientes foram separadas por
gradiente de ficoll e em seguida fenotipadas considerando-se, primeiramente,
tamanho por granulosidade (A) e, em seguida, células CD14" como mondcitos e
células CD14™9/HLA-DR" como DCs sanguineas (B).
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Figura 10. Gréaficos da freqiiéncia de moléculas de superficie em mondcitos, células
imaturas e

maduras

provenientes de pacientes com cancer de mama. Mondcitos (Mono), Células
Dendriticas do sangue (DCs sangue), Células Dendriticas imaturas (iDCs) e
maduras (mDCs) diferenciadas de monécitos de pacientes foram fenotipadas e
analisadas comparativamente quanto a freqiiéncia de moléculas de superficie.
(Mono. n= 3; DCs sangue n= 3; iDCs n=9; mDCs n= 4 pacientes; *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,0001- teste ANOVA com pés teste de Bonferroni).
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Figura 11. Gréficos da Intensidade Mediana de Fluorescéncia de moléculas de superficie
em monaocitos, células dendriticas sanguineas, células dendriticas imaturas
e maduras provenientes de pacientes com cancer de mama. Mondécitos
(Mono), Células Dendriticas do sangue (DCs sangue), Células Dendriticas
imaturas (iDCs) e maduras (mDCs) diferenciadas de mondécitos de pacientes
foram fenotipadas e analisadas comparativamente quanto ao MFI de moléculas de
superficie. (Mono. n= 3; DCs sangue n= 3; iDCs n= 9; mDCs n= 4 pacientes; *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001- teste ANOVA com pos teste de Bonferroni).



57

4.4 Isolamento de subpopulacbes de linfécitos por microesferas

magnéticas para 0s ensaios de co-cultura

Para a avaliacdo da capacidade estimuladora de iDCs, CNAs de
doadores saudaveis (ndo relacionados), foram submetidas a separagéo
imunomagnética por beads para o isolamento de populagbes CD3,
CD3'CD25™9 e CD4'CD25™Y. A avaliagcdo da eficiéncia do isolamento
imunomagnético foi realizada por citometria de fluxo. Linfocitos CD3" foram
iIsolados a partir de CNAs conforme instru¢des do fabricante (Miltenyi Biotec),
com pureza obtida superior a 97% (Figura 12A). Tais células foram coradas por
CFSE e posteriormente utilizadas nas co-culturas com diferentes APCs. Com o
intuito de selecionar linfécitos T ndo ativados e que ndo possuissem fendtipo
de Tregs (CD3"CD25™Foxp3™Y ou CD4'CD25™Foxp3™?), células CD3" ou
CD4" previamente isoladas foram submetidas a subseqiiente selecdo por
beads para a deplecdo de células CD25". Tais ensaios revelaram pureza
superior a 96% de células CD3'CD25"™9 (Figura 12B) e superior a 97% de
células CD4"CD25"™9 (Figura 12C). A andlise das células duplamente isoladas
apresentou mais de 78% de células CD45RA" (Figura 12D) e expressio nula
de células Foxp3"* (Figura 12E). Células CD3"CD25"™9 e CD4'CD25"™ foram
utilizadas posteriormente nos ensaios de geracao de Tregs por diferentes DCs

derivadas de pacientes ou doadoras saudaveis.
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Figura 12. Graficos representativos do isolamento de linfécitos por selecéo
imunomagnética. Em A, células CD3" isoladas (< 97%). Em B e C
respectivamente, células CD3'CD25"™ (< 96%) e CD4'CD25™ (< 97%) isoladas
que posteriormente foram avaliadas quanto a expressdo de CD45RA (D) e
CD4'Foxp3® (E) no gate de células CD25" remanescentes pos-isolamento
magnético.

4.5 Avaliacdo da capacidade estimuladora de células dendriticas

derivadas de pacientes portadoras de cancer de mama

Para os experimentos de proliferacdo, células dendriticas provenientes
de individuos saudaveis ou de pacientes, em diferentes estagios de maturagao
(imaturas ou maduras), foram retiradas das placas apds 7 dias de cultura,
contadas e utilizadas como estimuladoras de linfécitos CD3" autdlogos ou
alogeneicos, previamente corados por CFSE, na propor¢cdo de 1 DC : 10
linfécitos T CD3".

Células dendriticas provenientes de pacientes, tanto imaturas (Figura
10) quanto maduras (dados ndo mostrados), apresentaram menor eficiéncia de
estimulacdo de linfécitos CD4" e CD8" em todos os experimentos realizados.
Linfocitos CD4" alogeneicos estimulados por iDCs de doadoras saudaveis
apresentaram 82,7% de proliferacdo contra 29,4% de proliferacdo quando
estimulados por iDCs de pacientes (Figura 13- linha de cima). Quanto a
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avaliacdo da proliferacdo de células CD8", iDCs sadias induziram cerca de
73% de proliferacdo, contra 21% de proliferacdo por iDCs de pacientes com
cancer de mama (Figura 13- linha de baixo).

Outro fator avaliado em nosso estudo foi a expressédo de CD25 em
linfécitos CD3'CD25™Y, anteriormente isolados, apdés a estimulagdo por DCs
saudaveis ou de pacientes. Em nossos dados preliminares observamos uma
menor capacidade de DCs provenientes de pacientes (tanto imaturas quanto
maduras) na ativacdo linfocitaria, tanto em frequéncia de células CD25"
geradas quanto no MFI das mesmas (dados ndo mostrados). Observamos que
iIDCs saudaveis geraram em média 35,7% de linfocitos que passaram a
expressar CD25 (Figura 14A e D), enquanto iDCs de paciente foram capazes
de gerar em média 11,8% de linfocitos CD25" (Figura 14B e D). De modo
esperado, como controle positivo, a estimulacdo por PHA induziu em torno de
94% de linfécitos CD25" (Figura 14C). Tais achados foram estatisticamente
significantes com valor de p< 0,05, ap6s a analise de co-culturas de varias

pacientes e doadoras saudaveis reunidas (Figura 14D).
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Figura 13. Capacidade estimuladora de células dendriticas imaturas de pacientes em
linfécitos T. DCs imaturas de doadoras saudaveis e pacientes com cancer de
mama, foram co-cultivadas com linfécitos CD3" alogeneicos (de doadores
saudaveis) por 5 dias. Nas colunas A e B respectivamente, observa-se a
proliferacdo de células CD4" e CD8" por iDCs saudaveis e de pacientes pela
diluicdo de CFSE. Em C e D estdo representados linfécitos ndo estimulados e
estimulados por PHA, respectivamente.
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Figura 14. Capacidade linfo-estimuladora de células dendriticas imaturas na geracéo de
linfécitos CD25". Linfocitos CD3'CD25™ alogeneicos foram co-cultivados por 6
dias com DCs imaturas de doadoras saudaveis (A), de pacientes com cancer de
mama (B) ou estimulados por PHA (C). Em D, dados representando a comparacao
entre iDCs saudaveis e de pacientes. (controle n=4; pacientes n= 7; *p < 0,05).

4.6 Andlise da geracdo de células CD4'CD25'Foxp3" (Tregs) por células

dendriticas provenientes de pacientes portadores de cancer de mama

Por apresentarem evidente deficiéncia na estimulacdo de linfocitos,
avaliamos também a capacidade de DCs provenientes de pacientes com
cancer na geracdo de células CD4"CD25"Foxp3™ (Tregs), células atuantes na
geracado de tolerancia. Para tal, células dendriticas provenientes de individuos
saudaveis e pacientes com cancer de mama, em diferentes estagios de
maturacao (imaturas ou maduras), foram retiradas das placas apds 7 dias de
cultura, contadas e utilizadas como estimuladoras de linfocitos
CD3"CD25™%Foxp3™? ou CD4"CD25™%Foxp3™? autélogos ou alogeneicos na
propor¢do de 1 DC :10 linfécitos.

Resultados preliminares indicaram que co-culturas entre iDCs ou mDCs
de pacientes com cancer de mama com linfocitos CD3"'CD25"Foxp3"?
alogeneicos promoveram as maiores freqiiéncias de células CD4 Foxp3”
dentro do gate da populagdo CD25" (iDC: 58,0%; mDC: 39,0%) em
comparacao com mDCs e iDCs em co-culturas autdlogas (iDC: 3,8%; mDC:
2,1%) (dados ndo mostrados). Vale ressaltar, que DCs provenientes de
individuos saudaveis, tanto em sistemas aut6logos como em alogeneicos,
induziram freqiiéncia relativamente similares de células CD4'Foxp3*, (entre
2,11% e 4,53%) nos quatro grupos analisados. Contudo, esses valores foram

sempre menores que os gerados por DCs de pacientes (dados ndo mostrados).
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Esses achados nos levaram a focar e aprofundar no estudo da geragao
de Tregs por DCs de pacientes com cancer de mama e com o intuito de
confirmar o fenbmeno ja observado, aumentamos o0 numero de individuos
estudados. Os dados obtidos com este aumento de casuistica corroboram os
ensaios pilotos, indicando uma capacidade significativamente maior da geragéo
de células com fendtipo regulador (CD4'Foxp3® em CD25") por iDCs
provenientes de pacientes com cancer de mama sob linfécitos
CD3'CD25™%Foxp3™? (pacientes: 56,8% + 4,2 x controles: 2,5% + 0,7; p <
0,0001 - Figura 15). A analise do namero absoluto de células geradas em co-
cultura com o mesmo fendtipo regulador também se mostrou significativamente
diferente entre iDCs saudaveis e de pacientes com cancer de mama (Figura
15D).

Em outro momento, para excluir possiveis interferéncias no fenémeno
observado, realizamos ensaios excluindo alguns fatores relevantes.
Primeiramente, para excluir a influéncia de células CD8" nos ensaios de co-
cultura realizados, experimentos similares foram repetidos com a utilizacédo de
linfocitos CD4"CD25"%Foxp3™Y previamente isolados por beads magnéticas
em contato com iDCs de pacientes portadoras de cancer de mama. Os
resultados obtidos se mostraram similares (Figura 16) aos experimentos
realizados com células CD3"'CD25"? anteriormente apresentados. O mesmo
ocorreu em co-culturas onde promovemos a eliminacdo de células CD3"
contaminantes da cultura inicial de iDCs de pacientes, 0 que também alterou a
frequéncia de células Treg geradas (Figura 16).

Posteriormente nos questionamos se esse fendmeno ocorreria também
com IDCs provenientes de pacientes portadores de canceres de outras
naturezas, nos mesmos parametros realizados (ensaios alogeneicos). No
entanto nossos dados indicaram que, embora relativamente elevadas, as
frequéncias de células Treg geradas nas co-culturas de trés pacientes
portadores de glioblastoma multiforme (6,0% + 1,8) e um portador de linfoma
(6,8%) foram bem mais proximas as geradas por iDCs controles (cerca de 3%)
(Figura 17). Observa-se ainda que células CD3"CD25"9Foxp3™? cultivadas na
auséncia de iDCs e de qualquer estimulo apresentaram uma frequéncia de

células com fendtipo regulador superior ao proprio ensaio com adicdo de iDCs
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controles (cerca de 9%) (Figura 17), o que sugere que a presenca de iDCs
saudaveis possa desviar a geracao de células Treg para um perfil de ativacéo
da resposta, de maneira contraria ao observado com iDCs de pacientes com
cancer de mama, que parecem induzir um perfil imunossupressor in vitro.

De maneira similar, mesmo a ativacdo de células dendriticas de
pacientes com a adicdo de TNF-a nao foi suficiente para reverter ou reduzir
significantemente a frequéncia de linfocitos CD25" e a freqiiéncia de células
Treg geradas ap0s a estimulacdo de linfocitos CD4"CD25"Foxp3™ por 6 dias
de co-cultura (Figura 18). Este fendmeno poderia indicar que a geracao de um
perfil de resposta tolerogénico pode estar relacionado ao processo de
diferenciacdo entre monocitos e iDCs/mDCs ou ainda um defeito de origem
medular originado pelo desenvolvimento tumoral nessas pacientes.
Observamos ainda que a utilizacdo de mondcitos na estimulacdo de células
CD4'CD25™%F0xp3™9, geraram significantemente maior freqiiéncia de células
CD25" e reduzida freqiiéncia de Tregs (Figura 18).
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Figura 15. Avaliacdo da geracdo de células CD4'CD25'Foxp3” por células dendriticas
imaturas de pacientes com céancer de mama. Em A e B, DCs imaturas, de
doadoras saudaveis ou pacientes com cancer de mama foram co-cultivadas com
linfocitos CD3CD25"Foxp3™® alogeneicos durante 6 dias. Em C, gréfico
reunindo quatro experimentos de cada grupo. Em D, nimero absoluto de células
CD4'CD25"Foxp3* geradas nas mesmas co-culturas em C. (n=4; ** p < 0,01;** p
<0,0001- teste t Student).
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Figura 16. Estimulacdo de diferentes linfocitos isolados por células dendriticas imaturas
de pacientes com céancer de mama na geracao de linfocitos T reguladores.
Em A, graficos da geracao de Tregs apds co-culturas de iDCs de pacientes com
linfcitos CD3'CD25™Y, CD4'CD25™ e iDCs de pacientes sem a presenca de
contaminantes CD3" estimulando células CD4°CD25™°. Em B, gréfico reunindo
dados de trés experimentos em cada grupo avaliado. (n= 3; teste t Student).
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Figura 17. Graficos representativos da avaliacgdo da geracdo de células
CD4'CD25'Foxp3” por células dendriticas imaturas de pacientes com cancer.
DCs imaturas de doadoras controles e pacientes com diferentes canceres foram
co-cultivadas com linfocitos CD3'CD25"Foxp3"™* alogeneicos durante 6 dias.
Resultados s&o originados de gates na populacdo CD25" e posterior anélise para
células duplo positivas para CD4 e Foxp3.
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Figura 18. Avaliacdo da geracdo de células CD4'CD25'Foxp3” por mondcitos, células
dendriticas imaturas e maduras de pacientes com cancer de mama. Linfécitos
T CD4'CD25™Foxp3™ foram estimulados durante 6 dias por mondcitos, DCs
imaturas e DCs maduras de pacientes com céncer de mama para a avaliagdo da
expressdo de CD25 (A) e da geracdo de células Treg (B). (mondcitos n= 3; iDCs
n=6; mDCs n=4; ** p < 0,01- teste t Student pareado).

4.7 Avaliacdo fenotipica e funcional de células CD4"CD25'Foxp3* geradas

em co-culturas

Apés a confirmacédo de que iDCs provenientes de pacientes com cancer
de mama tém maior habilidade em gerar células CD4"CD25"Foxp3* que iDCs
de doadoras saudaveis, se fez necessario avaliar se tais células geradas em
co-cultura expressavam marcadores adicionais que as caracterizariam como
pertencentes a populacao de células Treg. Desse modo, as moléculas CTLA-4
e CD127 e a proliferagdo por CFSE foram avaliados em células
CD4'CD25"Foxp3”.

Inicialmente, com o intuito de identificar o potencial proliferativo de
células Treg (CD4'CD25'Foxp3") geradas nas co-culturas, linfécitos
CD4"'CD25™%Foxp3™? foram previamente corados por CFSE e apds 6 dias
avaliou-se a expressao simultanea de células positivas para CD4, CD25, Foxp3
e CFSE. Nossos dados revelaram um nivel similar e moderado de proliferacéo
em células CD4"CD25"Foxp3" tanto estimuladas por iDCs saudaveis como de
pacientes (Figuras 19A e B). Por outro lado, a andlise de células
CD4'CD25'Foxp3™Y indicou um maior nivel de proliferacdo em células
estimuladas por iDCs saudaveis em comparacdo as estimuladas por iDCs de
pacientes. Porém, ainda sim, células Foxp3 negativas apresentaram maior
limiar de proliferagdo que células Foxp3® in vitro, nos dois grupos avaliados
(Figuras 19A e B).
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Posteriormente, a avaliagdo da expressdo da molécula CTLA-4 se
mostrou similar tanto em linfocitos estimulados por iDCs de doadoras
saudaveis (frequéncia 83% =+ 12,3; n=3) como por IDCs de pacientes
(frequéncia 88,5% =+ 8,2; n=4) (Figura 19C), assim como previamente
observado na caracterizacdo fenotipica de Tregs a partir de CNAs. A avaliacao
do marcador CD127 (receptor a-IL7) em células CD4'CD25'Foxp3* foi
encontrado em baixa expressdo nos dois grupos analisados (Figura 19D),
assim como na maioria dos experimentos de geracdo de Tregs. Tal marcador é
classicamente descrito como caracteristicamente expresso em baixos niveis
em células T reguladoras de origem humana (SAKAGUCHI et al., 2010)

Apoés a melhor caracterizacdo dos linfocitos gerados em co-cultura, nos
guestionamos se tais células seriam funcionalmente hébeis em suprimir a
proliferac&o de outros linfocitos sustentando a hipotese de células Foxp3™. Para
isso, células CD25" geradas nas co-culturas de iDCs (doadoras controle ou
pacientes) com linfocitos alogeneicos, foram magneticamente isoladas por
beads e co-cultivadas por 3 dias em contato com PBMCs alogeneicos (1 CD25"

10 PBMCs) previamente corados com CFSE e sob ativacdo de
fitohemaglutinina (PHA). No dia 3 os linfécitos foram recuperados da placa de
cultura e a diluicdo do CFSE nas células alvo foi avaliada por citometria de
fluxo. Nossos dados revelam que células CD25" geradas em co-cultura com
IDCs de pacientes com céncer de mama foram capazes de inibir, de modo
parcial (cerca de 16% de supressédo), a proliferacdo de linfocitos alogeneicos.
Por outro lado, células CD25" geradas por iDCs de doadoras saudaveis
aumentaram o potencial proliferativo (cerca de 14% de estimulacdo) quando
adicionadas ao PBMC alogeneico (Figura 20). Esses achados indicam que
mesmo sendo fenotipicamente similares, o potencial imunossupressor foi
observado somente pelas células CD25" geradas na co-cultura de linfocitos

CD3'CD25™9 com iDCs de pacientes com cancer de mama.
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Figura 19. Andlise fenotipica de células CD4'CD25'Foxp3” geradas por células
dendriticas imaturas de pacientes com cancer. Células CD4'CD25 Foxp3"™ (A)
e CD4'CD25'Foxp3” (B), geradas ap6s a estimulagdo por iDCs de doadoras
controle ou iDCs de pacientes, foram avaliadas quanto a diluicdo de CFSE ap6s 6
dias de co-cultura. Posteriormente, a expressdo de CTLA-4 (C) e CD127 (D) foram
analisadas em células CD4'CD25'Foxp3" geradas nas mesmas co-culturas.
Histogramas em cinza representam as células ndo marcadas.
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Figura 20. Avaliacdo da capacidade supressora de células CD25" geradas em co-cultura
com células dendriticas imaturas de pacientes com cancer. Células CD25",
provenientes das co-culturas de iDCs de doadoras controle ou iDCs de pacientes,
foram isoladas por beads magnéticas e cultivadas por 3 dias com PBMCs
alogeneicos corados com CFSE e estimulados por fitohemaglutinina (PHA).
Posteriormente avaliou-se a diluicdo do CFSE por citometria de fluxo nas células
alvo.
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4.8 Analise da producado de citocinas por células dendriticas e nas co-

culturas

Inicialmente, o0s sobrenadantes obtidos nas co-culturas foram
submetidos a avaliacdo da presenca de citocinas por ensaios de Bioplex
(Millipore) conforme instrucbes do fabricante. Nossos ensaios nao foram
eficientes para detectar todas as citocinas em diferentes amostras,
impossibilitando a aplicacdo de testes comparativos eficazes, no entanto esses
resultados nos auxiliaram a obter dados norteadores quanto ao possivel perfil
de resposta gerado nessas co-culturas, o que possibilitou a repeticdo da
analise de algumas citocinas por ensaios de ELISA, ja padronizado em nosso
laboratério.

De maneira preliminar, o sobrenadante das co-culturas de linfocitos
CD3'CD25™%Foxp3™? com iDCs de doadoras saudaveis indicaram maior
presenca de IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-6, IL10, IL-12(p70), IL-13 e IL-17 enquanto
0 sobrenadante das co-culturas com iDCs de pacientes com cancer de mama
indicaram maior presencga de IL-4 e IL-2 nos ensaios realizados por Bioplex
(Figura 21). Nos ensaios de ELISA foram avaliadas a presenca de IFN-y, IL-10
TGF-B1 (bioativo), tanto no sobrenadante de iDCs sozinhas como nas co-
culturas realizadas. Nossos resultados indicam, ja no sobrenadante de culturas
de iDCs somente, um aumento da producéo de IL-10 (Figura 22A) e TGF-81
(Figura 22B) por iDCs de pacientes em relacéo as iDCs de doadoras controle,
porém sem significancia estatistica. Nas analises do sobrenadante das co-
culturas, a estimulacéo de linfécitos CD3"CD25"Foxp3"® por iDCs de doadoras
controles indicou uma producao significativamente maior de IFN-y quando
comparadas as iDCs de pacientes (Figura 22C), podendo sugerir, juntamente a
dados j& mostrados, que seriam eficientes estimuladoras da resposta
linfocitaria com um possivel perfil Thl. Por outro lado, as co-culturas com iDCs
de pacientes apresentam uma tendéncia de aumento da producédo de IL-10
(Figura 22D) e um aumento significativo da produgdo de TGF-B1 bioativo
(Figura 22E), dados que também corroboram o perfil da geracdo de células

Treg supressoras induzidas por iDCs de pacientes com cancer de mama.



200

1604
1404
1204
100
80
60
40+

IL-6 {pg/ml)

68

35 500
1200
=301 400
— £ ="
T 900+ -5 £
) = 20, 2 3001
T 6007 i3 15 3
z 2 W 2004
ic o 4
= 300 5 10 =
= 5 (ND) 100
0 T ' 0 T T
iDC controle iDC paciente IDC controle iDC paciente iDC controle iDC paciente
Células estimuladoras Células estimuladoras Células estimuladoras
2500 10 100+
2000 8 80
E 1500 E 6 E
= £ 4 = 60
g g 2
3, 10001 2 4 cf 404
500 2 20
D-iDC controle iDC paciente 0 0= i
) p iDC controle iDC paciente iDC controle iDC paciente
Células estimuladoras Células estimuladoras Células estimuladoras
—— 5 20 250 -
_*4 154 200
E £ =
S 31 > E 150
= 2 10 g
= 24 2 & 1004
- 4 a
= ]
14 504
(ND.) (N.D)
T 0 T T 0 T T 0 T
iDC controle iDC paciente. iDC controle iDC paciente iDC controle iDC paciente iDC controle iDC paciente
Células estimuladoras Células estimuladoras Células estimuladoras Células estimuladoras

Figura 21. Avaliacéo por ensaio de Bioplex da producéo de citocinas nas co-culturas. Os

sobrenadantes coletados das co-culturas de
iDCs de pacientes ou doadoras saudaveis
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, IL-10 e TGF-B1 (bioativo) nas co-
Foxp3"* alogeneicos apds 6 dias (n=
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4.9 Avaliagdo da participacdo de TGF-B na inducdo de células T

reguladoras por iDCs de pacientes com cancer de mama

Sabendo que iDCs de pacientes produzem altos niveis de TGF-8 e essa
produc@o se mostrou aumentada na andlise do sobrenadante das co-culturas,
nos questionamos se essa citocina participaria do processo de inducao de
células Treg por iDCs de pacientes com cancer de mama. Para essa
investigacdo, 1 ng/ml de anticorpos monoclonais anti-TGF-B foram adicionados
no dia zero das co-culturas entre iDCs de pacientes e linfocitos T
CD4"'CD25™%Foxp3™? previamente isolados por beads magnéticas. Passados
6 dias, o numero total de leucdcitos foi contabilizado e verificou-se um aumento
significativo nas co-culturas onde foi adicionado anti-TGF-B (Figura 23A),
indicando um aumento de proliferacdo de células quando em auséncia desta
citocina. Realizou-se também a avaliacdo da geracdo de células CD25" nas
mesmas condicfes apresentadas e ndo foi observada diferenca significativa
entre 0s grupos tratados ou ndo com anticorpos neutralizadores para TGF-
(Figura 23B). Por outro lado, a frequéncia de células CD4'CD25"Foxp3”
(Figura 23C) ou CD4'CD25'Foxp3'CD127°" (Figura 23D) foi reduzida de
maneira significativa nos experimentos onde foi adicionado anti-TGF-8. No
entanto, a neutralizacdo de TGF-B indicou um reducdo apenas parcial da
frequiéncia de células Treg quando comparado as co-culturas estimuladas por
iDCs de doadoras saudaveis (rever Figura 14), ndo sendo capaz de inibir

totalmente a inducéo de Tregs por iDCs de pacientes.
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Figura 23. Avaliacdo do papel de TGF-B na geragcao de linfécitos T reguladores por
células dendriticas imaturas de pacientes com céancer de mama. Anticorpos
monoclonais anti-TGF-B (1 ng/ml) foram adicionados no dia zero das co-culturas
entre iDCs de pacientes e linfocitos CD4 CD25"Foxp3"®. Apos seis dias foram
avaliados o numero total de leucécitos (A), a freqiiéncia de células CD25" e a
geracdo de células CD4*'CD25'Foxp3" (C) ou CD4'CD25'Foxp3'CD127*" (D).
(n=4; *p <0,05; ** p < 0,01 — test t Student).

4.10 Analise da inducao de células T reguladoras por subpopulacdes de

iDCs CD86"9" e CD86°" provenientes de pacientes com cancer de mama

Conforme dados obtidos da avaliagdo da molécula CD86 entre células
dendriticas imaturas de doadoras saudaveis e de pacientes com cancer de
mama, observamos a presenca de duas subpopulacdes com distintas
expressdes, CD86™" e CD86*" em iDCs de pacientes. Esses achados, unidos
ao fato de iDCs de pacientes também apresentarem diferengas significativas
em frequéncia e MFI de CD86 (rever Figuras 6 a 8), nos levaram a relacionar a
expressdo (MFI) das moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86) com o
potencial de IDCs de doadoras saudaveis, iDCs de pacientes e mDCs de
pacientes na geracdo de células Treg. Observamos que iDCs saudaveis, que
geraram baixas frequéncias de Treg, possuiam o valor de MFI para CD80
sempre maior que os valores para CD86, no entanto, inversamente, iDCs e
mDCs de pacientes apresentaram niveis de CD86 mais altos que da molécula
CD80 (Figura 24). Adicionalmente, observamos que quando a frequéncia de

Tregs geradas, tanto por iDCs quanto por mDCs de pacientes, fosse préoximo
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ou superior a 40% o MFI dessas duas moléculas tinham seus valores reais
aproximados. A partir dai nos questionamos se a geracao de Tregs por DCs de
pacientes estaria relacionado entdo a existéncia de diferentes subpopulacdes
de células dendriticas e ainda, se TGF-B atuaria de maneira distinta nas
diferentes co-culturas. Para tal, iDCs de duas pacientes, apés o periodo de
diferenciacdo, foram previamente marcadas com anticorpos anti-CD86 e
posteriormente submetidas a separacdo por Facs-sorting. Inicialmente
selecionaram-se as células por tamanho e granulosidade caracteristicos
(Figura 25A) com um enriquecimento de mais de 53% de células no gate
(Figura 25A) e posteriormente as iDCs de cada paciente foram submetidas a
separacdo da subpopulacdo CD86-°" (Figura 25B — pureza > 98%) ou da
subpopulacdo CD86™" (Figura 25C — pureza > 95%). Apds a separacdo das
subpopulagdes de iDCs, tais células foram utilizadas como estimuladoras de
linfocitos CD4"CD25™%Foxp3™? alogeneicos durante 6 dias na presenca ou
nao de anticorpos neutralizadores de TGF-f para a avaliacdo da expressao de
CD25, geracao de Tregs e numero absoluto de células T reguladoras. Nossos

dados revelaram que iDCs CD86""

induziram a menor frequéncia de células
CD25" em comparagdo com iDCs ndo separadas e iDCs CD86M" ¢, ainda, a
adicdo de anti-TGF-B ndo alterou a frequiéncia de células CD25" em nenhum
dos grupos (Figura 26A e 27A). Em relacdo a geracdo de células Treg
(CD4"CD25'Foxp3"), as duas subpopulacbes de iDCs parecem induzir
freqUéncias similares de células Tregs entre si e também quando comparadas
as iDCs nao separadas (Figura 26B e 27B) e ainda a expresséo de CD127 se
mostrou similar entre todos os grupos de linfécitos estimulados (Figura 26C).
No entanto, de maneira surpreendente, a adicdo de anti-TGF-gB parece reduzir
a frequéncia de células Treg geradas apenas nas co-culturas estimuladas por
iDCs CD86°" (Figura 26B e 27B). Quando avaliado o nimero absoluto de
células CD4'CD25'Foxp3* geradas nas co-culturas, iDCs CD86-*" foram as
células que menos induziram Tregs quando comparadas aos demais grupos de
iDCs. Por outro lado, iDCs CD86™" parecem induzir o maior niimero de Tregs
em co-cultura e, assim como na andlise da frequéncia de Tregs, novamente o
blogueio de TGF-gB parece nao influenciar a subpopulacéo de iDCs CD86M" na

geracao de células Tregs também na analise do niumero absoluto (Figura 27C).
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Figura 24. Relagéo da Intensidade Mediana de Fluorescéncia das moléculas CD80 e CD86
em DCs com a frequéncia de linfécitos T reguladores gerados nas co-
culturas. Valores do MFI das moléculas CD80 e CD86 em iDCs de doadoras
saudaveis e em iDCs e mDCs de pacientes com cancer de mama foram co-
relacionados com a geracao de Tregs por essas células.
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Figura 25. Separa¢do das subpopulacdes de células dendriticas imaturas CD86™" e

CcD86"9" de pacientes portadoras de cancer de mama por citometria de fluxo.
iDCs de pacientes foram marcadas com anticorpos anti-CD86 e posteriormente
submetidas a separacéo de subpopulacdes CD86>" e CD86™9". Em A, separacéo
inicial das iDCs por tamanho e granulosidade. Em B e C, separacdo das
subpopulacdes de iDCs CD86 e CD86"" respectivamente. (para cada
subpopulacéo de iDCs separada foi utilizada uma paciente diferente).
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Figura 26. Avaliacdo da geracdo de linfécitos T reguladores por subpopulacbes de
células dendriticas imaturas CD86"°" e CD86"'9" de pacientes portadoras de
cancer de mama. Linfocitos CD4'CD25"%Foxp3"™® foram estimulados por
subpopulacdes de iDCs CD86"™ e CD86"" de pacientes por seis dias. A
frequéncia de células CD25" (A), de células Treg geradas (B) e a expressédo de
CD127 em células CD4'CD25 Foxp3* (C) foram avaliadas nas co-culturas também
em presenca de anti-TGF-8 (1ng/ml).



74

[2]
[=}

IDCs paciente ndo-isoladas
iDC CD86"°™

iDC CD86°" (aTGFb)

iDC CD8s""

iDC CD86"" (aTGFb)

BIE DO

20+

Linfécitos CD25+ (%)
CD4+Foxp3+ em CD25+ (%) 0

LT +iDC Controle

LT +iDC Paciente

LT +iDC Paciente + aTGFb

LT +iDC CD86 Low Pac.

LT +iDC CD86 Low Pac. + oTGFg
LT +iDC CD86 High Pac.

LT +iDC CD86 High Pac. + o TGF 3

£
1

w
"

v
NNaanol

n. absoluto (105)
CD4+CD25+Foxp3+

—_
L

0-

Figura 27. Graficos comparativos da geracdo de linfécitos T reguladores por
subpopulagdes de células dendriticas imaturas CcD86"" e CD86"" de
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Dados obtidos em nosso estudo revelam que células dendriticas
imaturas (iDCs) derivadas de mondcitos sanguineos de pacientes com cancer
de mama apresentam diferencas significativas tanto em sua constituicdo
fenotipica quanto em suas habilidades funcionais quando comparadas a iDCs
de doadoras saudaveis.

Fenotipicamente, além da heterogénea distribuicdo pelas imagens
obtidas (Figura 4) e pelos parametros de tamanho por granulosidade (Figura 5),
observou-se uma maior expressdao de CD86 e CD123 tanto em frequéncia
gquanto na intensidade mediana de fluorescéncia em IDCs provenientes de
pacientes com cancer de mama (Figuras 6 e 7; tabela 3). A avaliacdo da
expressdo de CD80 e CD86 e a reunidao dos dados obtidos em iDCs de
pacientes pode indicar que a dindmica da expressao dessas moléculas possui
um papel relevante na inducéo de tolerancia, haja visto que iDCs de doadoras
saudaveis apresentam maior expressdo média da molécula CD80 do que CD86
(MFI: CD80 = 18,0 £ 12,54 x CD86 = 3,33 + 1,53), e por outro lado iDCs de
pacientes expressam mais CD86 do que CD80 (MFI: CD80 = 19,86 + 35,6 X
CD86 = 64,7 + 45,1). Adicionalmente, nota-se ainda que iDCs de pacientes
possuem a expressdo de CD86 de modo distinto das células de doadoras
saudaveis, apresentando duas subpopulacdes bem definidas CD86"" e
CD86™" (Figura 8A e B) além de uma maior freqiiéncia de células
CD80'CD86" ( Figura 8C). Esses dados nos levaram, posteriormente, a andlise
funcional de iDCs CD86"*" e CD86™" na geracdo de células T reguladoras.
Estudos realizados indicam que a capacidade estimuladora de DCs na
diferenciacdo das subpopulacdes de linfécitos T reguladores pode estar
relacionada, ao balanco na expressao de moléculas co-estimuladoras como
CD80 e CD86 (ZHENG et al., 2004; PEREZ et al., 2008; ZENG et al., 2009), no
entanto, dados da literatura atribuem a essas moléculas papéis contrastantes
principalmente por serem realizados a partir de diferentes modelos. Como ja
descrito em outros trabalhos de nosso grupo (NEVES et al., 2005; BALEEIRO
et al.,, 2008), nossos dados revelam a deficiéncia de iDCs de pacientes em
estimular a resposta linfocitaria principalmente por induzir uma alta freqiéncia
de células T reguladoras mesmo em experimentos com algumas variacdes

(Figuras 14 e 15), mesmo expressando altos niveis da molécula CD86. Outro



77

dado relevante foi a expressao aumentada em MFI de PD-L1 (Ligante 1 do
programador de morte) em iDCs de pacientes com cancer de mama que,
mesmo sem diferenca estatistica em comparacao a iDCs sadias, nos aponta
para um estudo mais aprofundado com o aumento do nimero de amostras
para a avaliacdo dessa molécula. Estudos recentes apontam para a molécula
PD-L1 como fator essencial na inducdo de tolerancia, principalmente em
respostas antitumorais. Tais achados descrevem a expressao de PD-L1 tanto
por células tumorais (DONG et al.,, 2002) como por mondcitos ativados das
regides peritumorais (KUANG et al., 2009) como moléculas atuantes na
supressao da resposta imune. Outros autores descrevem que a inducao de
células T reguladoras Foxp3® se relacionaria a presenca e a sinalizacdo da
molécula PD-L1 em células dendriticas murinas (WANG et al., 2008) e
humanas (ARMANATH et al., 2010) via seu ligante natural, PD-1, em linfocitos,
por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos. Durante a supressao da
resposta linfocitaria, a molécula PD-L1 pode ligar-se ao seu receptor PD-1
(programador de morte 1) em linfocitos ativados inibindo assim a sinalizacéo
dos eventos TCR proximais (CHEMNITZ et al., 2004). A maior expressao de
CD123 encontrada em iDCs de pacientes, apesar de caracteristico de DCs
plasmocitéides, parece estar relacionada a uma caracteristica peculiar em DCs
mielbides diferenciadas in vitro. Um estudo realizado por Munn e colaboradores
(MUNN et al., 2002) indicou que DCs com alta expressao de 2,3 indolamina
dioxigenase (IDO) também co-expressavam CD123 e CCR6 e eram
potencialmente reguladoras da ativacédo linfocitaria. De maneira complementar,
outro estudo realizado por Nakamura et al. (2007) revelou que o aumento da
expressdo de IDO em tecidos tumorais de céncer de colo do utero foi
responsavel pelo recrutamento de células Foxp3®. Dessa forma, a avaliacédo da
expressao de IDO nas iDCs de pacientes com cancer de mama se tornou alvo
interessante para a complementacdo de nosso estudo e identificacdo de
possiveis mecanismos que controlariam o fendémeno encontrado, experimentos
preliminares revelaram similar expressdo de IDO em iDCs saudaveis e de
pacientes pela avaliacdo por PCR (dados ndo apresentados), porém
experimentos adicionais sdo essenciais para a confirmacdo desses dados.

Outra hipotese é defendida por Frick e colaboradores (2010) que descreveram
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as DCs hébeis na geracdo de regulacdo (Tregs) como caracteristicamente em
um estagio conhecido como semi-maduro, onde algumas moléculas de
superficie como CD80, CD86 e HLA-DR se apresentam altamente expressas
enquanto outros marcadores tipicos de ativacdo como CD40 e CD83 seriam
similares a DCs imaturas, ao mesmo tempo em que citocinas de perfil pro-
inflamatorio como IL-18, IL-6 e IL-12 ndo seriam produzidas durante a ativacédo
dos linfécitos.

Outro dado importante foi observado quanto a similaridade da expressao
de moléculas de superficie em DCs obtidas diretamente do sangue periférico e
iDCs geradas in vitro a partir de mondcitos das mesmas pacientes estudadas
(Figuras 10 e 11). Mesmo levando-se em consideracéo as diferentes origens e
processos de diferenciacdo entre essas duas populacbes de DCs, € possivel
observar que o status das DCs sanguineas é compativel ao de células
imaturas, principalmente pela baixa expressdo de moléculas como CDS80,
CD86, CD83 e CD40 (Figuras 10 e 11) como similarmente descrito também por
outros estudos (GABRILOVICH et al., 1997; DELLA BELLA et al., 2003;
PINZON-CHARRY et al., 2007). Esses dados sdo muito relevantes ao que
abrange o estudo da imunidade antitumoral in vivo e a investigagao dos
mecanismos pelos quais a resposta imune adaptativa € deficientemente
iniciada por DCs periféricas de pacientes com cancer. Tais achados
relacionados a fenotipagem de DCs nos questionam sobre o exato balango das
moléculas co-estimuladoras (positivas e negativas), assim como a de outras
moléculas com fun¢do ainda nao totalmente esclarecidas, e sua relacdo com
0s provaveis perfis de geracdo de respostas possivelmente induzidos (Thl,
Th2, Thl7 e T regulador) a partir de DCs provenientes de pacientes com
cancer.

Nos ensaios funcionais, IDCs de pacientes foram ineficientes na
estimulacao de linfocitos tanto em sua capacidade linfo-proliferativa (Figura 13)
como na ativacdo linfocitaria pela expressdo de CD25 (Figura 14). A
proliferacdo de linfécitos CD4" e CD8" alogeneicos foi sempre menor quando
esses foram estimulados por iDCs de pacientes em comparagédo com iDCs de
doadoras saudaveis. Achados que vao ao encontro de dados previamente
obtidos por nosso grupo (AZEVEDO-SANTOS, 2010) e também descritos em
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literatura, onde nem mesmo DCs de pacientes em estado maduro (ativadas)
sdo capazes de induzir uma maior estimulacdo de linfocitos quando
comparadas as DCs de doadores sadios (GABRILOVICH et al.,, 1997;
GERVAIS et al., 2005; PEDERSEN et al., 2005).

Adicionalmente iDCs de pacientes induziram uma alta freqiéncia de
células CD4"CD25'Foxp3” (Figura 15) que apresentaram funcdo supressora
(Figura 20), acompanhado por uma elevada producdo de TGF-betal bioativo
(Figura 22B) a partir da estimulacdo de linfocitos CD3"CD25"%Foxp3"™°.
Similarmente, a estimulagdo de linfécitos  CD4'CD25"%Foxp3"*
imunomagneticamente isolados também indicaram o mesmo fenémeno (Figura
16). A capacidade de iDCs em gerar um perfil imunoregulador através da
geracdo ou expansdo de células T reguladoras/supressoras (tanto Foxp3*
como Foxp3™) ja foi descrita em células humanas e depende da adicéo as
culturas de combinacdes especificas de mediadores (JONULEIT et al., 2000;
DHODAPKAR et al., 2002). Até onde pudemos avaliar, nossa observacao, da
geracdo de Tregs diretamente por iDCs (derivadas de mondcitos sanguineos
provenientes de pacientes com cancer de mama), sem adigdo de moduladores
a cultura, é inédita. Na literatura, nota-se que a adi¢cdo ou bloqueio de TGF-g,
em combinacdo com outras citocinas, representa elemento fundamental dentro
de sistemas que descrevem o fendmeno de inducdo de respostas do tipo T
regulador em cultura (CHEN et al., 2003; FANTINI et al., 2004). Descreveu-se
gue iDCs em contato com células tumorais passam a ser grandes produtoras
de TGF-B1 e, consequientemente sdo capazes de induzir Tregs em co-cultura
(GHIRINGHELLI et al., 2005; DUMITRIU et al., 2009). Nossos dados,
verificando a secrecdo espontanea desta citocina (Figura 22B) e,
posteriormente, nas co-culturas (Figura 22D) sugerem que esta via poderia ser
a responsavel pelo fenbmeno que observamos — caso se aceite um contato
prévio dos precursores utilizados com células tumorais (ou seus produtos) no
organismo. Dessa forma, investigamos a participacdo do TGF-8 em nosso
sistema a partir da adicdo de anticorpos neutralizadores (anti-TGF-B — 1ng/ml)
as co-culturas de iDCs de pacientes com linfocitos CD4'CD25"9Foxp3™?
alogeneicos. Nossos resultados indicam que a participacdo de TGF- é apenas

parte do processo de expansdo de Tregs por iDCs de pacientes in vitro,
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considerando que a freqiiéncia de células com fenétipo CD4"'CD25Foxp3* ou
com fenétipo CD4'CD25'Foxp3*CD127"°" foi reduzida pela metade na
presenca de anticorpos bloqueadores (Figura 23), o que gerou o aumento
significativo do numero total de leucécitos nas co-culturas (Figura 23). De modo
geral, a funcédo tolerogénica de IDCs de pacientes depende apenas
parcialmente da presenca/producdo de TGF-8 nas co-culturas e, como
discutido adiante, parece influenciar de modo distinto a estimulacdo de
linfécitos estimulados por diferentes subpopulagdes de iDCs de pacientes.

A producao de IL-10 por iDCs de pacientes e em co-culturas nao se
mostrou significativamente diferente quando comparadas as iDCs e co-culturas
de doadoras saudaveis (Figura 22), no entanto a tendéncia ao aumento dessa
citocina, paralelamente a menor capacidade de iDCs de pacientes em
ativar/estimular linfocitos (autdlogos e alogeneicos), ndo exclui o fato de que
células T reguladoras do tipo Trl (tipicamente Foxp3 negativas) possam
também estar sendo geradas. Estas Ultimas ndo foram avaliadas ainda em
nosso estudo.

O fato de iDCs de pacientes com cancer de mama induzirem uma maior
geracdo de células Treg em contextos alogeneicos nos remetem a hipotetizar
se esse fendbmeno ocorreria também na estimulacao de linfocitos autélogos em
sistemas antigeno-especificos. Um estudo realizado por Vasir e colaboradores
(VASIR et al., 2008) destaca, entre outras coisas, que DCs maduras
provenientes de pacientes com cancer de mama quando fundidas com tumores
primarios de mama promovem a expansado de células Tregs autélogas
(CD4"CD25'Foxp3") ativamente supressoras, o que poderia indicar a
existéncia de células Tregs tumor- especificas e embasar a continuacdo de
nossa investigacdo sobre a especificidade das células geradas em nosso
trabalho.

A caracterizacdo, apenas fenotipica, de células por marcadores CDA4,
CD25, Foxp3, CD127 e CTLA-4 geradas em co-cultura com iDCs de pacientes
com cancer de mama e doadoras saudaveis (Figura 19) seria incapaz de
avaliar, por si s0, a capacidade funcional das mesmas em suprimir a resposta
imune in vitro. Mesmo considerando que o potencial proliferativo de células

CD4'CD25'Foxp3" induzidas por iDCs (tanto pacientes como saudaveis) seja



81

menor que células CD4"CD25 "Foxp3™? (Figuras 19), experimentos realizados
com o intuito de investigar o potencial funcional dessas células, indicam que
células CD25" (aproximadamente 57% CD4'Foxp3") isoladas das co-culturas
com IDCs de pacientes com cancer de mama sao capazes de inibir,
parcialmente, a proliferacdo de linfocitos alogeneicos sob a estimulagdo por
PHA (Figura 20). Contrariamente ao que ocorre quando células CD25"
(aproximadamente 2,5% CD4'Foxp3™), provenientes de co-culturas com iDCs
saudaveis, sdo adicionadas as culturas e aumentam o potencial linfo-
proliferativo (Figura 20). Tais achados podem ser explicados pelo fato da
expressdo de Foxp3 ocorrer de maneira transitéria em células T “recém
ativadas” e que somente a sustentacdo e manutencdo desse fator de
transcricdo nessas mesmas células poderiam conferir-lhes a fungao supressora
(WALKER et al., 2005; ALLAN et al., 2008).

Recentemente alguns autores creditam essa habilidade de iDCs de
gerar células Tregs ndo somente ao balanco ou auséncia de co-estimulacéo e
a producao de citocinas imunossupressoras (ex. IL-10 e TGF-B) como também
a presenca de outras moléculas de superficie que participem do processo de
indugé@o de células T reguladoras in vitro. Receptores inibitérios como ILT3 e
ILT4 foram descritos como altamente expressos em DCs habeis em promover
a inducao de células T reguladoras pela auséncia do triptofano (BRENK et al.,
2009). Adicionalmente, outros estudos revelaram que a presenca de células
Treg promoveria um feedback capaz de aumentar e manter a expressao
desses receptores nas DCs quando em co-cultura promovendo assim a
constante manutencao da tolerancia (CHANG et al., 2002).

Levando-se em conta a diferenca no perfil de expressdo de CD86 em
IDCs de pacientes com cancer de mama como uma das principais diferencas
fenotipicas em comparacdo a iDCs de doadoras saudaveis (Figura 8) e
considerando que esse dado pode estar relacionado ao desvio no padréo de
ativacao/estimulacéo linfocitaria (Figura 24), iDCs de pacientes foram isoladas
por Facs-sorting em duas subpopulagbes apresentando distintas expressoes
de CD86, iDCs CD86"*" e CD86M" (Figura 25). Posteriormente essas células
foram co-cultivadas com CD4'CD25"%Foxp3™? por seis dias na presenca ou

ndo de anticorpos monoclonais bloqueadores de TGF-B. Tais ensaios foram
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realizados como experimentos preliminares com duas pacientes diferentes e os
dados obtidos nos apontam que iDCs CD86™9" sdo0 capazes de induzir o dobro
da frequéncia de linfécitos CD25" (Figura 26A) quando comparadas a iDCs
CD86°", no entanto a freqiiéncia da geracdo de células CD4*Foxp3* no gate
de células CD25" se mostrou similar (Figura 26B). Por outro lado, considerando
0 numero absoluto de células CD4'CD25'Foxp3" geradas por essas duas
subpopulacdes de iDCs, observamos que iDCs CD86™" induziram um ntimero
cerca de 50% maior dessas células do que iDCs CD86"°, nos grupos que nao
receberam a adicdo de anti-TGF-B. Essa diferenca se apresentou ainda maior
quando analisados os dados das co-culturas que receberam 1 ng/ml de anti-
TGF-B. Em co-culturas onde iDCs CD86™%" foram usadas como estimuladoras,
0 bloqueio de TGF-B resultou em um aumento no numero de células
CD4'CD25'Foxp3” geradas in vitro indicando n&o influenciar a habilidade
funcional dessas DCs em induzir células Tregs (Figuras 26 e 27).
Contrariamente, co-culturas com iDCs CD86"Y, quando em presenca de
anticorpos neutralizadores de TGF-B apresentaram uma reducédo de cerca de
30% no nimero de células CD4'CD25'Foxp3’. Nota-se ainda, que a
comparacdo entre co-culturas estimuladas por iDCs CD86"" e CD86™" na
presenca de anti-TGF-B indicam uma diferenca duas vezes maior de células
CD4'CD25'Foxp3" geradas por iDCs CD86"'9" de pacientes (Figura 27).
Esses apontamentos nos questionam sobre o verdadeiro papel de moléculas
co-estimuladoras (tanto negativas quanto positivas) em corroboragcéo a outros
fatores solaveis (ex. citocinas) ou ainda ndo estudados, que possam interferir
no funcionamento ideal de DCs de pacientes com cancer na estimulacao de
uma resposta imune efetiva, ideal para o excelente funcionamento de
protocolos de imunoterapia.

A inducdo de células Treg por iDCs de pacientes, visto em nossos
dados, € condizente com a alta frequéncia de Tregs encontrada no sangue
periférico dessas mesmas pacientes (Figura 1 a 3). Tal fato unido ao fenoétipo
imaturo encontrado por nés em DCs avaliadas do sangue periférico dessas
mesmas pacientes (Figuras 10 e 11) pode sugerir uma hipétese de que DCs in
vivo atuariam na geracdo/expansdo de Tregs periféricas, contribuindo para a

supressao da resposta imune antitumoral como uma estratégia valida para o
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escape do sistema imune. No entanto, seriam necessarios estudos adicionais
sobre a funcionalidade dessas DCs sanguineas, unidos aos dados ja descritos,
gue possam dar base para a investigacdo dessa hipotese. Vale ressaltar ainda
gue dados preliminares obtidos na analise de pacientes portadores de outros
tipos de tumores, tanto na andlise de Tregs periféricas (Figura 2) quanto na
geracado de Tregs por iDCs (Figura 17), apontam para a ampliacdo dos estudos
em tipos e gradacdes de tumores diferentes como alvos em potencial para a
investigacao da geragéo de tolerancia por diferentes DCs.

Por meio de nosso estudo devemos considerar também que de maneira
oposta, iDCs provenientes de doadoras controle induziram uma intensa
proliferac&o de linfocitos CD4" e CD8" (Figura 13) acompanhado por uma maior
ativacao dos linfocitos (expressao de CD25) (Figura 14). Observamos também
uma producéo significativamente maior de IFN-y nas co-culturas (Figura 22) e
indicios do aumento de outras citocinas de perfil inflamatério como IL-6, IL-
12p70 e TNF-a (Figura 21). Tais dados apontam para a caracterizagcdo de um
perfil do tipo Th1l mesmo considerando que foram utilizadas DCs saudaveis em
estado imaturo. Desse modo, reafirma-se a importancia da utilizagdo de células
dendriticas provenientes de doadores saudaveis no desenvolvimento de
imunoterapias no combate a tumores (BARBUTO et al., 2004).

De maneira geral, os dados obtidos em nosso estudo confirmam a nossa
hipotese inicial da existéncia de um viés “imunossupressor” em DCs de
pacientes com cancer. Os dados apresentados aqui suportam a idéia do uso de
DCs sadias em protocolos imunoterapéuticos, pois sao eficientemente habeis
em estimular a resposta linfocitaria com baixa inducdo de células T
fenotipicamente reguladoras.

Resultados gerados em nosso trabalho indicam a constatacdo de um
fenbmeno ainda pouco explorado em DCs de pacientes com cancer de mama e
0 detalhamento dos mecanismos que 0 governam se tornam alvos
potencialmente importantes para o desenvolvimento de metodologias Uteis na
recuperacdo do estado ideal dessas DCs e sua aplicacdo em protocolos

imunoterapéuticos contra tumores.
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Através dos dados obtidos em nosso estudo podemos, especificamente,

concluir que:

- Pacientes com cancer de mama possuem maior frequéncia de Tregs
circulantes que doadoras saudaveis com a expressao das moléculas CD45R0O,
CD127°", PD-1 e CTLA-4 no gate CD4*CD25"Foxp3™;

- Células dendriticas imaturas (iDCs) de pacientes com cancer de mama, além
de possuirem diferencas na distribuicAo em tamanho, também apresentam
maior frequéncia e intensidade mediana de fluorescéncia das moléculas CD86

e CD123 em comparacao com iDCs de doadoras saudaveis;

- A analise da molécula CD86 indica que iDCs de pacientes com cancer de

mama se apresentam em duas subpopulagées CD86*" e CD86"",

- Pacientes com cancer de mama possuem maior freqiéncia de iDCs

CD80'CD86" em comparacédo com doadoras saudaveis;

- DCs do sangue periférico de pacientes com cancer de mama apresentam
similaridades fenotipicas (frequéncia e MFI) com células dendriticas imaturas

diferenciadas de mondcitos in vitro dessas pacientes;

- iIDCs de pacientes com cancer de mama induziram menor proliferacdo de

linfocitos CD4" e CD8" em comparagéo com iDCs de doadoras saudaveis;

- IDCs de pacientes com cancer de mama induziram menor frequéncia de

linfécitos CD25" em comparagdo com iDCs de doadoras saudaveis;

- Células dendriticas de pacientes com cancer de mama, tanto imaturas quanto
maduras, induziram maior freqiiéncia de Tregs (CD4'CD25'Foxp3*) em

comparacao com iDCs de doadoras saudaveis;
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- Linfécitos CD3'CD25™Y ou CD4'CD25™ estimulados por DCs de pacientes
com cancer de mama resultou em similar freqiiéncia de Tregs gerados em co-

cultura;

- Tregs (CD4'CD25'Foxp3") gerados em co-cultura indicaram pouca
capacidade proliferativa (diluicio de CFSE) juntamente com a expressao de
CTLA-4 e CD127"%;

- Tregs gerados em co-cultura por iDCs de pacientes com cancer de mama

foram funcionalmente supressoras em contato com linfocitos alogeneicos;

- O bloqueio de TGF-B nas co-culturas foi capaz de reduzir parcialmente a
frequéncia de Tregs induzida por iDCs de pacientes com cancer de mama;
- A dindmica da expresséo de CD80 e CD86 em DCs parece estar relacionada

a capacidade de inducao de Tregs por essas APCs;

- A neutralizacdo de TGF-B nas co-culturas de iDCs CD86°" parece reduzir a

freqléncia e numero absoluto de Tregs geradas;

- A neutralizacdo de TGF-B8 nas co-culturas de iDCs CD86™" parece nao

diminuir a freqiiéncia e numero absoluto de Tregs geradas;
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