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RESUMO

MIGLIORI-LEAO DE MOURA, I. K. Avaliagido funcional de NF-kB em células
dendriticas de pacientes com cancer de mama. 2016. 138 f. Tese (Doutorado em
Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2016.

As células dendriticas (DCs) s&o as principais células apresentadoras de antigenos e
responsaveis pelo direcionamento da resposta imune e, por isso, sdo utilizadas em
tratamentos imunoterapicos onde a ativagao de células T é critica, como no cancer.
Porém, DCs de pacientes com cancer apresentam alteragdes fenotipicas e funcionais,
contribuindo para o escape tumoral a resposta imune. Uma das alteracbes em células
do sistema imune, associadas ao cancer, ocorre na via do fator de transcricao nuclear
kappa B (NF-kB). Este fator € uma combinagdo de dimeros de membros da familia Rel
(p65/RelA, c-Rel, RelB, pS0/NF-kB1, e p52/NF-kB2), que, quando ativados, migram
para o nucleo e controlam inumeros genes associados a resposta imune. Também na
fisiologia das DCs ha participacdo intensa de NF-kB. Assim, visto que processos
cruciais de diferenciacdo e maturagdo das DCs sao regulados pelo fator de transcricao
nuclear kappa B, nos propusemos a estudar esta via em células dendriticas derivadas
de mondcitos (Mos) de pacientes com cancer de mama, partindo da hipétese de que
alteragbes desta via contribuam, nesses individuos, para a geragcdo de DCs com
fendtipo alterado, levando ao escape tumoral. A analise fenotipica das DCs indicou
menor frequéncia de células CD86°, CD83" e HLA-DR" ao final das culturas das
pacientes em comparagdo com as culturas controles (p < 0,05). A analise de citocinas
no sobrenadante das culturas para diferenciagdo em DCs indicou aumento na
concentragao de IL-8, citocina associada a um pior prognostico de cancer de mama e
regulada por NF-kB, nas culturas de pacientes do quinto dia (iDCs), 1 e 24 horas ap0s
estimulo de ativacdo com TNF-a, em comparagcao com as de controles, embora estas
diferengas ndo tenham atingido significancia estatistica. Ainda, a analise da presenca
de NF-kB no nucleo de Mos (recém selecionados), iDCs (quinto dia da cultura) e mDCs
(24 horas apos ativagdo com TNF-a) indicou que as pacientes falham em modular tal
fator de transcri¢ao, isto é, sua presenca nao distingue estes estagios de maturagado, ao
contrario do que ocorre em células de doadoras sadias. Isto se reflete nhuma maior
quantidade de NF-kB no nucleo de iDCs de pacientes, e numa auséncia de aumento
significativo de translocagao de NF-kB para o nucleo apds a ativagdo, como ocorre com
as ceélulas provenientes de doadoras sadias (p < 0,001). Tais alteragbes podem ser
decorrentes alteragbes na expressdo de genes que codificam proteinas inibidoras de
NF-kB, IKKs, e co-ativadores transcricionais. Com relagdo a composi¢cao das
subunidades, os experimentos de supershift indicaram que tanto iDCs como mDCs de
pacientes e controles possuem, nas condi¢des testadas, p50, p65, RelB e cRel. No
entanto, enquanto iDCs controles possuem uma quantidade relativa maior de p50 e
menor das demais subunidades, com diminui¢do na contribui¢cao relativa de p50 apds a
ativagéo, as iDCs de pacientes, de modo geral, ja apresentam o perfil das mDCs
controles, até onde se pbéde avaliar. Tomados em conjunto, os resultados globais
indicam diferengas entre as DCs controles e de pacientes quanto a modulacdo de NF-
KB, as quais podem ser potencialmente responsaveis pelos defeitos observados nas
DCs, contribuindo para o escape a resposta imune.

Palavras-chave: Neoplasias mamarias. Células dendriticas. Tolerancia imunologica.
Fatores de transcrigdo. Quimiocinas. Radioimunoensaio.



ABSTRACT

MIGLIORI-LEAO DE MOURA, |. K. Functional evaluation of NF-kB in dendritic
cells of breast cancer patients. 2016. 138 p. PhD thesis (Immunology) - Instituto de
Ciencias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Dendritic cells (DCs) are the main antigen presenting cells and responsible for
directing the immune response. Therefore, they are used in immunotherapy
treatments where the activation of T cells is critical, such as in cancer. However, DCs
from cancer patients present phenotypic and functional changes, contributing to
tumor escape from the immune system. One of the alterations in the immune system
cells associated with cancer occurs on the nuclear transcription factor kappa B (NF-
kB) pathway. This transcription factor is actually a combination of dimers of Rel
family members (p65/RelA, c-Rel, RelB, p50/NF-kB1 and p52/NF-kB2) which, when
activated, migrates to the nucleus and control many genes associated with the
immune response. Also in the physiology of DCs there is active participation of the
NF-kB. Thus, considering that crucial processes of differentiation and maturation of
dendritic cells (DCs) are regulated by NF-kB, we proposed to study this pathway in
monocyte-derived DCs from breast cancer patients, based on the hypothesis that
alterations in such pathway may contribute in these individuals to the generation of
DCs having phenotypic and functional changes, leading to tumor escape. Phenotypic
analysis of DCs showed lower frequency of CD86", CD83" and HLA-DR" cells the
end of the cell cultures from compared with control cultures (p < 0.05). Cytokine
analysis in the supernatants of cultures for differentiation into DCs showed an
increase in the concentration of IL-8, cytokine associated with a poor breast cancer
prognosis and regulated by NF-kB, in cultures from patients from fifth day (iDCs), 1
and 24 hours after activation od DCs with TNF-a stimulation, compared to controls,
although these differences did not reach statistical significance. Furthermore,
analysis of the presence of NF-kB in the nucleus of monocytes (newly selected) iDCs
(fifth day of culture) and mDCs (24 hours after activation with TNF-a) indicated that
patients fail to modulate this transcription factor, that is, its presence does not
distinguish between these stages of maturation, unlike what occurs in cells of healthy
donors. This is reflected in a greater amount of NF-kB in the nucleus of iDCs from
patients and in an absence of significant increase in the translocation of NF-kB to the
nucleus upon activation, as can be seen with cells from healthy donors (p < 0.001).
Such changes may be due to altered expression of genes encoding NF-kB inhibitory
proteins, IKKs, and transcriptional co-activators. Regarding the composition of the
subunits, the supershift experiments indicated that both iDCs and mDCs from
patients and controls present, under the conditions tested, p50, p65, RelB and cRel.
However, while iDCs from controls have a higher relative amount of p50 and less
contribution of the other subunits, with a decrease in the relative contribution of p50
after activation, the iDCs from patients, generally, already have the same profile
observed in mDCs from controls. Taken together, the results indicate differences
between patients’” and controls’ DCs as to the modulation of NF-kB, which can
potentially be responsible for the observed defects in cancer patients’ DCs,
contributing to the tumor escape from the immune response.

Key words: Breast neoplasms. Dendritic cells. Immunological tolerance.
Transcription factors. Chemokines. Radioimmunoassay.
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Introdugé&o e Justificativa

O sistema imune tem como fungdes primarias o reconhecimento de antigenos
e a geragado de diversas respostas qualitativas diferentes. As células dendriticas
(DCs; do inglés, dendritic cells), denominadas dessa maneira por seu aspecto
morfolégico (do grego “dendron” = arvore) (STEINMAN; COHN, 1973), sédo células
com papel central neste processo, pois, além de serem as principais células
apresentadoras de antigenos (APCs; do inglés, antigen presenting cells), s&o
capazes de reconhecer perturbacbes na homeostasia dos tecidos e, mediante
estimulos apropriados ao padrao da perturbacgao tecidual, direcionar o sistema para
uma resposta imune adequada aos antigenos por ela apresentados (revisto por
STEINMAN; BANCHEREAU, 2007; revisto por STEINMAN, 2012).

Neste sentido, € bem caracterizado o papel das DCs tanto na inducédo de
resposta, quanto na manutengao de tolerancia. Isso ocorre pois as DCs, localizadas
na maioria dos tecidos, sdo especializadas na captura e no processamento de
antigenos, uma vez que estdo continuamente convertendo proteinas em peptideos,
e apresentando-os no contexto de moléculas codificadas por genes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC; do inglés, major histocompatibility complex)
aos linfécitos T. Quando ativadas por estimulos pré-inflamatoérios, as DCs sofrem
alteracbes em muitas moléculas de membrana, como por exemplo aumento de
expressado de HLA-DR e das moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 e CD40, bem
como aumento da expressdo do marcador de maturacdo CD83. Além disso,
diminuem sua capacidade endocitica e migram, direcionadas pelo receptor para
quimiocinas, CCR7, para os orgaos linfoides secundarios, para apresentagéo
antigénica para os linfécitos T. Essa interacdo DC-linfocito T resulta em selecédo dos
linfocitos cujos receptores clonais reconhecem especificamente o peptideo no
contexto das moléculas do MHC, ativando-os, induzindo-os a proliferacdo e a
diferenciagdo em uma determinada subpopulacido, conectando, portanto, a resposta
imune inata a adaptativa (revisto por BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; revisto por
CYSTER, 1999; revisto por ITANO; JENKINS, 2003; revisto por RANDOLF; ANGELI;
SWARTZ, 2005; SALLUSTO et al., 1999; revisto por STEINMAN, 2012).

As DCs nao apenas direcionam o sistema imune a “atacar” aquilo que é
reconhecido como estranho ou aberrante, mas também dirigem o sistema imune a
nao responder ao que é reconhecido como proprio, de modo a evitar doencgas
autoimunes. Normalmente, as células T maduras nao respondem aos peptideos

préprios que sao apresentados, visto que durante o desenvolvimento destas células,
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apenas aquelas que reconhecem auto-antigenos com baixa afinidade s&o
selecionadas a amadurecer e entrar na circulagdo (BANCHEREAU; STEINMAN,
1998). Além disso, as DCs, quando se localizam na periferia, em um estado imaturo,
possuem baixa expressao de moléculas co-estimuladoras na membrana, induzindo
linfocitos T a anergia ou a diferenciagdo em células supressoras (STEINMAN, 2003).

Deste modo, a diferenciacdo de linfocitos T é influenciada por algumas
caracteristicas das DCs, como nivel de expressao das moléculas co-estimuladoras,
padrao de expressao de receptores, padrdo de citocinas secretadas no ambiente,
entre outras (STEINMAN; BANCHEREAU, 2007). Assim, subpopulagdes de células
T auxiliares (Th; do inglés, T helper) adquirem as mais diferentes capacidades,
desde a producéo de IFN-y (células Th1), importante, por exemplo, no combate a
infeccbes por bactérias intracelulares (MALDONADO-LOPEZ et al.,, 1999;
NAPOLITANI et al., 2005; PULENDRAN et al., 1999), até a produgédo de IL-10
(células T reguladoras 1 ou Tregs1), citocina com efeito supressor de linfécitos
(JONULEIT et al., 2000).

Considerando a gama de respostas imunes sob influéncia das DCs, e a
possibilidade de modulacéo in vivo ou diferenciacdo dessas células in vitro, a partir
de mondcitos de sangue periférico (CAUX et al.,, 1992; LANZAVECCHIA, 1994;
ROMANI et al., 1994; ROMANI et al., 1996; SALLUSTO; ZHOU; TEDDER, 1996),
nao é de surpreender que as DCs sejam alvo de investigagcédo para utilizagdo em
tratamentos imunoterapicos das mais diversas condigdes, como doencas
infecciosas, doengas autoimunes, transplantes e cancer (O'NEILL, 2006; OSHIRO;
ALMEIDA; PALUCKA et al.,, 2010; PHILLIPS; GIANNOUKAKIS; TRUCCO, 2009;
SILVA-DUARTE, 2009). Além disso, visto que os processos de diferenciacéo e
maturacao das células dendriticas s&o cruciais para a correta indugao de resposta
imune e ativagéo de linfocitos T virgens, e que a inibicdo destes processos, por sua
vez, pode levar a supressdo da resposta e/ou a indugdo de tolerancia (revisto por
BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; LUTZ; SCHULER, 2002), é esperado que
“falhas” das DCs contribuam significativamente para a progresséo tumoral.

Nosso laboratério, em particular, se dedica ha bastante tempo ao estudo do
cancer, tendo contribuido para um melhor entendimento dos mecanismos de evaséo
tumorais, ja que muitos deles atuam sobre as DCs (AZEVEDO-SANTOS, 2010;
BALEEIRO; BARBUTO, 2008; BALEEIRO et al., 2008a; BALEEIRO et al., 2008b;
CLAVIJO-SALOMON et al.; 2015; NEVES et al.,, 2005; RAMOS et al., 2012;
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ROMAGNOLI et al., 2013; ROMAGNOLI et al., 2015), as quais desempenham um
importante papel na resposta antitumoral (revisto por SCHULER; STEINMAN, 1997).
Essas, em pacientes com cancer, possuem fendtipo alterado, apresentando
expressédo diferenciada de moléculas co-estimuladoras e MHC-Il, tornando-se
células com reduzida capacidade de apresentagcdo de antigenos, o que auxiliaria o
tumor no escape a resposta imune (AZEVEDO-SANTOS, 2010; CHAUX et al., 1996;
GABRILOVICH et al., 1997; revisto por GABRILOVICH, 2004; NEVES et al., 2005).
Observagdes de nosso laboratério, corroboradas por outras da literatura (CHAUX et
al., 1997; DELLA BELLA et al., 2003; GABRILOVICH; CIERNIK; CARBONE, 1996;
GABRILOVICH et al., 1997; PEDERSEN et al., 2005; RADMAYR et al.,, 1995),
sugerem que os defeitos funcionais nas DCs intratumorais se manifestam também
em DCs diferenciadas in vitro, a partir de mondcitos do sangue periférico de
pacientes com céncer (BALEEIRO et al., 2008; CLAVIJO-SALOMON et al., 2015;
NEVES et al., 2005; RAMOS et al., 2012), o que representa um obstaculo a
utilizacdo dessas DCs em tratamentos imunoterapicos (revisto por BANCHEREAU,
PALUCKA, 2005; ZOU, 2005). Desenvolve-se no laboratério, portanto, um protocolo
de vacinacgdo terapéutica com a utilizacdo de células hibridas, a partir de células
tumorais autdlogas e DCs alogenéicas, com resultados bastante positivos
(BARBUTO et al., 2004; DALL'OGLIO; SROUGI; BARBUTO, 2003; NEVES et al.,
2005).

Para citar alguns exemplos, no estudo realizado em pacientes com melanoma
ou com carcinoma renal metastaticos observou-se, apds a vacinagédo terapéutica
com as células hibridas, estabilizacdo da doenca em cerca de 70% dos casos, por
um periodo mediano de cerca de 6 meses (BARBUTO et al., 2004). Neste mesmo
estudo, um paciente com carcinoma renal metastatico apresentou resposta efetiva
apos a imunoterapia, com involugcdo completa das metastases (DALL'OGLIO;
SROUGI; BARBUTO, 2003). Ha ainda um relato do nosso laboratério que indica que
o defeito observado nas DCs derivadas de mondcitos € reversivel. Em um paciente
com carcinoma de células renais cromdéfobo, a retirada do tumor foi associada com
diminuigdo da expressado de PD-L1 em DCs derivadas de mondcitos, mas também,
de modo surpreendente, de CD205, HLA-DR, CD80 e CD86. Ainda, a capacidade
dessas células em estimular a proliferacdo de células T aumentou, juntamente com
o aumento de expressdo de IL-2Ra e aumento da producdo de IFN-y (CLAVIJO-

SALOMON et al., 2015). Essas observagbes sugerem nao apenas que a
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imunossupressdo sobre as DCs e seus precursores, causada pelo tumor, seja
importante forma de escape a resposta imune, mas também que ha muito a ser
estudado, para que possamos identificar quais mecanismos sao determinantes para
a obtencdo de uma resposta imune efetiva contra o tumor, e qual a melhor maneira
de consegui-la com tratamento imunoterapico utilizando DCs.

Assim, visando o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos
responsaveis pelas alteracdes fenotipicas e funcionais das DCs em portadores de
cancer, iniciou-se em nosso laboratério o estudo da via do fator nuclear kappa B
(NF-kB; do inglés, nuclear fator kappa B) em DCs diferenciadas a partir de
monaocitos de pacientes com diversos tipo de neoplasias (processo FAPESP #
2008/11278-1), partindo da hipotese de que esta via contribua, nesses individuos,
para a geragdo de DCs com fenotipo alterado, levando ao escape tumoral. Este
estudo indicou haver diferengas entres DCs maduras de paciente com cancer e
doadores sadios com relacdo a composicdo das subunidades que compdem os
dimeros de NF-kB, abrindo questdo a ser melhor estudada neste projeto ora
proposto. Essa questdo, assim como observado no estudo realizado em nosso
laboratorio, se fundamenta também em dados da literatura, alguns dos quais
merecem ser citados, e que justificam o estudo realizado.

O NF-kB foi inicialmente identificado como um fator de transcri¢do que se liga
na regido acentuadora do gene que codifica a cadeia leve kappa de células B — o
sitio kB (SEN; BALTIMORE, 1986a; SEN; BALTIMORE, 1986b). Tao logo foi
identificado, emergiu ndo apenas como como um dos maiores reguladores do
sistema imune, mas do organismo como um todo (revisto por BONIZZI; KARIN,
2004; revisto por VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Isto porque o NF-kB
compreende uma familia de fatores de transcricdo envolvidos na regulagdo de uma
variedade de respostas fisiologicas e fisiopatologicas diferentes (revisto por
COURTOIS; GILMORE, 2006; KARIN, 2006; revisto por LENARDO; PIERCE;
BALTIMORE, 1987; LENARDO et al., 1989; revisto por O'NEILL; KALTSCHMIDT,
1997), sendo expresso de maneira ubiqua no organismo. Esses fatores de
transcricdo possuem papel crucial em processos como hematopoiese (BOTTERO;
WITHOFF; VERMA, 2006; GERONDAKIS; SIEBENLIST, 2010), morte celular e
resposta inflamataria (revisto por BONIZZI; KARIN, 2004; LAWRENCE, 2009; revisto
por LI; VERMA, 2002), e ja foram associados a doengas inflamatérias (GOLDMINZ
et al., 2013; VOGEL; MATSUMURA, 2009; WANG et al., 2009) e ao cancer (BRAUN
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et al.,, 2006; DOLCET et al., 2005; HAGEMANN et al., 2008; revisto por KARIN,
2006; revisto por XIA; SHEN; VERMA, 2014).

O NF-kB é composto por homo ou heterodimeros de proteinas que pertencem
a familia Rel, pois compartilham o dominio de homologia Rel (RHD; do inglés, Rel
homology domain), de cerca de 300 aminoacidos na por¢do N-terminal, o qual é
responsavel pela dimerizagdo das subunidades, interacdo com as proteinas
inibidoras de NF-kB, as IkBs (do inglés, inhibitors of NF-kB), e ligacdo de NF-kB ao
DNA. As proteinas que podem dar origem ao NF-kB s&o produzidas, em mamiferos,
por cinco genes: rela, relb, rel, nfkb1 e nfkb2, os quais codificam as seguintes
proteinas: RelA (ou p65), RelB, cRel, NF-kB1 (ou p50 e sua forma precursora p105)
e NF-kB2 (ou p52 e sua forma precursora p100), respectivamente. As proteinas
precursoras p105 e p100 sado parcialmente proteolisadas pelo proteassoma
(processamento), resultando na produgdo de suas formas maduras p50 e p52,
respectivamente (DOLCET et al., 2005; PERKINS; GILMORE, 2006).

A ativacdo de NF-kB pode ser resultado da sinalizacdo por diferentes vias,
como estimulos por citocinas pro-inflamatérias, fatores de crescimento, produtos
microbianos, etc. Por sua vez, o NF-kB pode atuar na transativacao de mais de 200
genes relacionados a sobrevivéncia celular, apoptose, crescimento celular, resposta
imune e inflamacgao (revisto por AGGARWAL, 2004; revisto por BONIZZI; KARIN,
2004; revisto por LI; VERMA, 2002). Em células normais, a ativagdo de NF-kB ocorre
apos estimulo por uma ou mais das muitas vias mencionadas, que entdo leva a
modulagao da expressao de seus genes-alvo. Existem mecanismos reguladores que
causam o retorno de NF-kB ao seu estado inativo, cessando por sua vez tal estimulo
(revisto por LAWRENCE, 2009).

Na maioria dos tipos celulares os dimeros de NF-kB se encontram
predominantemente no citoplasma, onde se mantém na sua forma inativa pela
interagcdo com as IkBs (ou com as formas precursoras p105 e p100), as quais
impedem a translocagado dos dimeros para o nucleo. As IkBs sdo caracterizadas
pela presenca de multiplas repeticdes de anquirina, sitio responsavel por mediar a
interacdo proteina-proteina. Dentre os membros desta familia de proteinas
inibidoras, as proteinas IkBa, IkBp e IkBe sdo as mais bem caracterizadas. Contém
dois residuos conservados de serina que podem ser fosforilados pelas IkB-quinases,
as IKKs, sinalizando para a degradacéo dependente de ubiquitina pelo proteassoma.
Uma vez que as proteinas inibidoras sdo degradadas, o NF-kB pode ser translocado



Introdugé&o e Justificativa

para o nucleo, atuando como fator de transcricdo de uma variedade de genes (evisto
por BEINKE; LEY, 2004; revisto por BONIZZI; KARIN, 2004; revisto por
LAWRENCE, 2009; revisto por LI; VERMA, 2002; revisto por SUN; LEY, 2008). O
Bcl-3, por sua vez, € um membro peculiar da familia das IkBs, pois interage com
homodimeros de p50 e p52, que ndo possuem dominios que transativagao, atuando
como coativador transcricional (revisto por BEINKE; LEY, 2004; revisto por
LAWRENCE, 2009).

As proteinas precursoras p105 e p100 compartilham homologia estrutural
com as IkBs na porgao C-terminal. Nesse sentido, assim como as IkBs, p105 e p100
se ligam ao NF-kB maduro, sequestrando-o no citoplasma. De forma semelhante, e
como ja mencionado, a proteodlise parcial de p105 e p100 pelo proteassoma resulta
na producdo das formas maduras, p50 e p52, respectivamente, que podem, em
conjunto com a subunidade a qual estdo ligadas, migrar para o nucleo e modular a
expressdo génica. Ainda, p105 pode se ligar a dimeros de NF-kB e ser
completamente degradada pelo proteassomo, liberando o NF-kB para atuar no DNA
(BEINKE; LEY, 2004; SUN; LEY, 2008).

Uma caracteristica importante das subunidades RelA, RelB e c-Rel é a
presenca do dominio de transativacdo (TAD; do inglés, transcription activation
domain) na porgdo C-terminal, de modo que dimeros que possuem estas
subunidades podem regular positivamente a transcricdo de genes. Visto que p50 e
p52 n&do possuem este dominio, precisam interagir, por exemplo, com cofatores, tais
como a proteina Bcl-3, ou com as subunidades de NF-kB que possuem TAD
(BEINKE; LEY, 2004; CARLOTTI et al., 2000; CHEN, 2008; LENARDO;
SIEBENLIST, 1994; PALMER; SUN; LEY, 2008; revisto por VALLABHAPURAPU;
KARIN, 2009). Uma representacdo esquematica das subunidades de proteinas que
compdem a familia do NF-kB pode ser observada na Figura 1.
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Familia do NF-kB
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Figura 1 — Subunidades que compdem o NF-kB. Representacdo esquematica simplificada das
subunidades de proteinas que compdem a familia do NF-kB, contendo os principais dominios. RHD =
dominio de homologia Rel; LZ = ziper de leucina; TAD = dominio de transativagdo (esquema baseado
em Hayden e Ghosh, 2004; Ghosh e Hayden, 2008).

Enquanto que RelB heterodimeriza predominantemente com p100
(DOBRZANSKI; RYSECK; BRAVO, 1995), assim como com a sua forma processada
p52 (SENFTLEBEN et a., 2001; YILMAZ et al., 2003), p65 e cRel heterodimerizam
predominantemente com p50 (revisto por KARIN; BEN-NERIAH, 2000). Ainda, RelB
€ considerado um membro peculiar da familia, pois € o unico que possui um motivo
ziper de leucina, o que conferiria a este membro caracteristicas funcionais diferentes
(revisto por MILLET; MCCALL; YOZA, 2013).

O mecanismo de ativagdo do NF-kB mais bem caracterizado € denominado
de via classica ou canbnica, mediada predominantemente por dimeros de p50/RelA
e p50/cRel. Esta via, de modo geral, é essencial para a resposta imune, inflamagéo
e promogao da sobrevivéncia celular. Nesta via, estimulos por varios receptores
imunes, como por meio dos receptores tipo Toll (TLR; do inglés, Toll-like receptors),
receptor de IL-1 (IL-1R), receptor do fator de necrose tumoral (TNFR; do inglés,
tumor necrosis factor receptor), entre outros, desencadeiam eventos de transdug¢ao
de sinal que levam a ativacdo do complexo IKK, composto por duas subunidades
cataliticas (IKK-1 e IKK-2) e uma subunidade reguladora NEMO (do inglés, NF-kB
essential modulator). A ativagdo desta cascata conta com a participacdo do
adaptador TAK-1 (do inglés, transforming growth fator f activated kinase) que,
acredita-se, atue diretamente na fosforilagdo do loop de ativagcédo de IKK-2. A IKK
ativada, por sua vez, fosforila a IkBa, desencadeando a poliubiquitinacdo e a
degradagdo mediada pelo proteassoma desta proteina inibidora, permitindo a
libertacdo entdo das subunidades associadas de NF-kB, que translocam para o
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nucleo (BEINKE; LEY, 2004; SUN; LEY, 2008).

A via alternativa de sinalizagdo do NF-kB, ou n&o candnica, por outro lado, &
estimulada por receptores tais como LTBR (receptor 3 de linfotoxina) e CD40, sendo
importante para a organogénese linféide secundaria, maturacdo de células B e
imunidade humoral adaptativa. Esta via envolve a ativagdo, por meio de NIK
(quinase indutora de NF-kB), de IKK-1, que atua fosforilando a p100 para promover
seu processamento em p52, que se transloca ao nucleo predominantemente sob a
forma de heterodimeros de p52/RelB (BEINKE; LEY, 2004; SUN; LEY, 2008).

Reconhece-se ainda a via de ativacdo de p105, que atua, entre outros, como
proteina inibidora de homodimeros de p50 no citoplasma. Esta via esta
particularmente envolvida em respostas imunes e inflamatdrias. Na presenca de
estimulos comuns aos da via classica, o complexo IKK fosforila p105, a qual é
também poliubiquitinada, sinalizando para sua completa degradagdo pelo
proteassoma e culminando com a translocacdo nuclear dos homodimeros de p50
(BEINKE; LEY, 2004; SUN; LEY, 2008). Uma representacdo esquematica das vias
de ativagdo de NF-kB (candnica, ndo candnica e de p105) pode ser observada na

Figura 2.
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Figura 2 — Vias de ativacdo de NF-kB. Representagdo esquematica simplificada das vias de
ativacdo do NF-kB: candnica, ndo canbnica e de p105 (esquema baseado em Ghosh e Hayden,
2008; Hayden e Ghosh, 2004; Sun e Ley, 2008).

Os mecanismos que levam a terminagao da atividade transcricional de NF-kB
sdo igualmente relevantes, visto que s&do necessarios para que este fator de
transcricdo retorne, na forma de complexos latentes, ao citoplasma, de modo a
manter a responsividade celular para estimulos subsequentes. Este processo é
elegantemente controlado por dois mecanismos distintos: por nova sintese das



Introdugé&o e Justificativa

proteinas inibidoras IkBs, criando, portanto, um loop de feedback negativo; e por
degradacgao dependente de ubiquitina das subunidades de NF-kB no nucleo (revisto
por WAN; LENARDO, 2010).

Em particular, em DCs, vale citar a importancia do NF-kB em processos
fundamentais da fisiologia dessas células. Em modelos de estudo utilizando
camundongos single knockout para os genes que codificam as subunidades da
familia Rel, revelou-se importancia de RelB na diferenciacdo das DCs e de RelB e
cRel em sua capacidade de ativagcdo de linfécitos T (GERONDAKIS et al., 1999;
ZANETTI et al., 2003). Nenhum outro membro da familia em animais single knockout
demonstrou estar relacionado a falhas na capacidade de diferenciagao e também na
funcdo das DCs, possivelmente devido a certo grau de redundancia na atividade
regulada por membros desses fatores de transcricdo. Porém, em estudos utilizando
camundongos double knockout, revelou-se também a participagdo de dimeros de
NF-kB contendo p50 e p52, bem como de dimeros contendo p50 e p65 na
diferenciagdo em DCs, ja que se observou reducgéo significativa no numero total
dessas células em animais double knockout para as subunidades p50 e p52
(GERONDAKIS et al., 1999), e auséncia total de DCs no bago de camundongos
double knockout para as subunidades p50 e p65 (OUAAZ et al., 2002). Neste ultimo,
nao foram observadas diferengas nos precursores mieldides, nem na capacidade de
diferenciagdo em macréfagos, revelando a possibilidade de acao seletiva de p50 e
p65 na capacidade de sobrevivéncia das DCs.

Ainda, estudos com células humanas, em que houve o bloqueio da via do NF-
KB, tanto por superexpressao de IkBa (YOSHIMURA et al., 2001b), quanto por
inibicdo competitiva do NF-kB (GIANNOUKAKIS et al., 2000), observou-se
comprometimento grave da capacidade de apresentagdo de antigenos pelas DCs.
Este bloqueio afetou trés aspectos fundamentais do processo de maturagao:
expressdo de moléculas de HLA-Il, de moléculas co-estimuladoras, como CD8O0,
CD86 e CD40, e de citocinas imuno-estimuladoras, como IL-12 e TNF-a
(YOSHIMURA et al.,, 2001a). Estudo mais recente apontou papel crucial das
subunidades p50 e cRel na regulagdo de genes importantes para a resposta de
linfocitos T, como CD40, IL-12 e IL-18, e papel crucial de RelA na expressao de
citocinas inflamatdérias, como TNF-q, IL-1a e IL-6 (WANG et al., 2007).

Coletivamente, esses dados sugerem ndo apenas a importancia de NF-kB em
processos criticos para o desenvolvimento da resposta imune pelas DCs, mas
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também chamam a atencdo para a fungcdo diferencial desempenhada pelas
subunidades que compdem os dimeros de NF-kB. De fato, a composicdo dos
dimeros pode variar dependendo do tipo celular, da natureza do estimulo e do
tempo apos a exposigao inicial ao mesmo (HAYDEN; GHOSH, 2004; PERKINS,
1997; SACCANI; PANTANO; NATOLI, 2003). Neste contexto, partimos da hipotese
que, por possuir controle sobre processos tao relevantes nas DCs, alteragdes das
subunidades de NF-kB possam comprometer severamente a capacidade de
apresentacdo de antigenos pelas DCs, podendo ser esta uma importante via de
modulagao pelo cancer para escape a resposta imune.

Enquanto muito € sabido sobre a contribuicdo das subunidades de NF-kB,
tanto na inflamagédo (LAWRENCE, 2009), quanto em células transformadas, as quais
podem auxiliar ou retardar o desenvolvimento tumoral, sejam eles tumores sélidos
(MUKHOPADHYAY; ROTH; MAXWELL, 1995; SOVAK et al.,, 1997; WANG et al.,
2009) ou hematolégicos (BRAUN et al., 2006), ndo esta descrita na literatura a
contribuicdo de NF-kB, ou a relagcédo entre a expressao diferencial das subunidades
de NF-kB, em DCs de pacientes portadores de neoplasias, de modo que este foi,
portanto, o objetivo geral do projeto.

Para melhor investigar essa questdo, utilizamos como objeto de estudo o
cancer de mama. Trata-se do tipo de neoplasia mais prevalente em mulheres no
mundo — com excegao do cancer de pele ndao melanoma — representando 25% de
todos os tipos de céancer diagnosticados nesta parcela da populagdo, tanto em
paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Além disso, é a
principal causa de morte por cancer em mulheres no mundo. No Brasil, foram
estimados 57 mil novos casos de cancer de mama para o ano de 2014 (INCA,
2014).

A etiologia do cancer de mama é multifatorial, incluindo componentes
geneéticos, dieta, fatores reprodutivos e hormonais. Esta doenga ocorre mais
frequentemente em mulheres com menarca anterior aos 11 anos, nuliparas ou que
tiveram a primeira gestagéo a termo apods os 30 anos. Ainda, também s&o fatores de
risco de desenvolvimento do cancer de mama, a menopausa tardia (apos os 50
anos), a utilizacdo de contraceptivos orais, 0 peso aumentado pdés-menopausa e o
consumo de alcool. Por outro lado, alguns fatores parecem contribuir para uma
diminuicdo do risco de cancer de mama, como alta ingestdo de frutas, legumes e

fibras, atividade fisica e aleitamento. A associagdo do tabagismo com o cancer de
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mama permanece incerta, tendo inclusive sido apontado como possivel fator
protetor, por levar a diminuicdo de niveis de estrogeno (TAVASSOLI; DEVILEE,
2003).

O tipo de cancer de mama mais frequentemente diagnosticado (de 40 até
75%, dependendo da série) corresponde ao carcinoma ductal invasivo ou carcinoma
sem outra especificagcdo (NOS; do inglés, not otherwise especified) (BOMBONATI;
SGROI, 2011), objeto do presente estudo. Trata-se de um grupo heterogéneo de
tumores que n&o exibe caracteristicas distintivas suficientes para atingir a
classificagdo de um tipo histologico especifico, como o carcinoma lobular ou o
carcinoma tubular. No entanto, ao contrario do que sugerem as nomenclaturas, a
grande maioria dos tumores de mama tem origem em uma mesma regido, que € a
unidade lobular-ductal terminal. Como consequéncia da auséncia de caracteristicas
histolégicas de tipos especificos, sendo o diagnostico por exclusdo, o carcinoma
ductal invasivo compreende uma grande diversidade de subtipos, com
caracteristicas histopatologicas diversas que influenciam o comportamento clinico,
sendo, portanto, de extrema importéncia no tratamento e prognostico da doenca
(CORBEN, 2013; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

Alguns fatores est&o relacionados ou sdo considerados indicativos do grau de
malignidade do tumor, influenciando a sobrevida das pacientes, tais como idade,
tamanho do tumor primario, comprometimento linfonodal axilar, grau histologico do
tumor, marcadores biologicos, taxa de proliferacdo das células tumorais, entre outros
(CORBEN, 2013; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). Dentre os mencionados, o grau
histologico € considerado um dos indicadores prognosticos mais consistentes
(ELSTON; ELIS, 1991; FITZGIBBONS et al., 1999; HENSON et al., 1991). De fato, a
importancia de classificar o tumor com relagdo a seu grau histolégico ja foi
claramente demonstrada em diferentes estudos clinicos, com valor prognédstico até
em casos de pacientes com tumores de 1 cm ou inferiores (CHEN, 1998).

Um dos métodos de graduagéao histolégica mais comumente empregados é o
sistema combinado de Nottingham, de acordo com o método de Scarff-Bloom-
Richardson modificado por Elston e Ellis (1991). Neste sistema, avaliam-se
independentemente as caracteristicas: porcentagem de formagao de tubulos, grau
de pleomorfismo nuclear e indice mitético, por contagem precisa em campo definido,
atribuindo-se um valor de 1 a 3 a cada uma delas. A soma dos valores de cada

caracteristica resulta na graduagao dos carcinomas ductais invasivos em tumores de



Introdugé&o e Justificativa

grau |, ou bem diferenciados (quando a soma dos valores esta entre 3 e 5), de grau
Il, ou moderadamente diferenciados (quando a soma € 6 ou 7) ou de grau lll, ou
pouco diferenciados (quando a soma é 8 ou 9). Nesta classificagdo, piores
prognosticos sao atribuidos a tumores mais indiferenciados (CORBEN, 2013;
TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

E interessante chamar a atencéo para o fato de que, como fator prognéstico
unico no cancer de mama, dentre os componentes do grau histolégico de
Nottingham, o indice mitético foi considerado o mais importante (BAAK et al., 1985).
A formacdo de tubulos e o pleomorfismo nuclear mostraram nenhum valor
prognostico adicional (formagdo de tubulos) ou valor prognostico adicional limitado
(pleomorfismo nuclear) em relagdo ao indice mitotico em mulheres com tumores
iniciais com até 55 anos de idade e sem comprometimento linfonodal (BAAK et al.,
1995).

O grau nuclear, de forma diversa do grau histolégico, se aplica a todos os
tipos histoloégicos de carcinomas, uma vez que nao envolve a determinagcdo do
padrdao de crescimento tumoral, e sim a avaliagéo citoldégica do nucleo. O método
mais comum de determinagcdo do grau nuclear € o método de Black, modificado
segundo Fisher e colaboradores (1980). De acordo com este método, a avaliagéo
das caracteristicas: tamanho do nucleo, contorno da membrana nuclear,
anisonucleose, cromatina e nucléolo resulta nos graus 1, 2 ou 3, de modo que,
quanto maior o grau nuclear, mais indiferenciado € o tumor (BANSAL et al., 2014).
Segundo estudos da literatura, o grau nuclear apresenta correlagdo positiva com
parametros indicadores de mau progndstico de pacientes com cancer da mama,
como a superexpressao do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2
(Her-2/neu; do inglés, human epidermal growth factor receptor 2) (também
conhecido como c-erbB-2) e o indice mitotico elevado (MARTINEZ-ARRIBAS et al.,
2006; YANG, 2001), bem como com tumores negativos para os receptores
hormonais de estrogeno (ER; do inglés, estrogen receptor) e de progesterona (PR;
do inglés, progesterone receptor) (MARTINEZ-ARRIBAS et al., 2006), sendo,
portanto, um fator que correlaciona-se ao progndstico clinico.

Assim, s&o também investigados em todos os tumores primarios de mama, a
expressao destes marcadores biolégicos (ER, PR e Her-2/neu), os quais direcionam
0 curso clinico em associagdo com outros fatores e que funcionam como fatores
preditivos e progndsticos adicionais (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).
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Aproximadamente 70 a 80% dos carcinomas ductais invasivos s&o positivos
para os receptores hormonais. Em particular, a frequéncia de positividade de
tumores ER é maior que PR, de modo que a maioria dos tumores PR-positivos &
também ER-positivo (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

Os receptores hormonais do tumor se ligam aos horménios circulantes e
estimulam a proliferagdo tumoral. Assim, uma forma de tratamento adjuvante para
essas pacientes € a terapia ablativa desses horménios, que pode produzir remissao
clinica. Assim, existe uma associacdo positiva entre a presenga de receptores
hormonais e um prognostico mais favoravel (EISENBERG; KOIFMAN, 2001). De
maneira geral, as pacientes que possuem tumores positivos para ER apresentam
intervalos livres da doenca maiores que aquelas que possuem tumores ER-
negativos. Estudos mais longos, porém, sugerem que a significAncia progndstica
nao persiste a longo prazo, o que pode indicar que estes tipos de tumores possuam
um comportamento mais indolente, de crescimento mais lento e com maior intervalo
para surgimento de recidiva (revisto por CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

Assim, enquanto a significancia prognostica geral dos receptores hormonais &
limitada, sua significancia preditiva de resposta ao tratamento ja € bem estabelecida,
de modo que a presenga dos receptores de estrogeno ou progesterona é
considerada poderoso fator preditivo de beneficio a terapia adjuvante com
tamoxifeno. Neste sentido, todas as mulheres positivas para os receptores de
horménios para as quais ha indicacdo de terapia adjuvante sistémica, devem
receber terapia hormonal, a menos que de outra maneira contraindicado
(CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004; HOFF et al., 2013).

Ja os tumores caracterizados pela superexpressdao do marcador bioldgico
Her-2/neu sé&o considerados, de modo geral, tumores mais agressivos, tendo sido
correlacionados com pior prognéstico, com tendéncia a altas taxas de recidiva e
mortalidade (revisto por CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004; LEONG; ZHUANG,
2011). O proto-oncogene Her-2/neu codifica uma glicoproteina transmembrana com
atividade tirosina quinase homodloga ao receptor do fator de crescimento epidérmico,
estando presente em niveis baixos nas células epiteliais e mioepiteliais do tecido
mamario normal. Porém, em muitos tipos tumorais, o gene esta amplificado e/ou
superexpresso (ARTEAGA; MOULDER; YAKES, 2002). Em particular,
aproximadamente 15a 30% dos tumores de mama (dependendo da série) possuem

superexpressao do receptor Her-2/neu na membrana, sendo denominados tumores



Introdugé&o e Justificativa

Her-2/neu positivos (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). A superexpressao deste
receptor, que em tumores parece sinalizar de maneira ligante-independente,
promove sinais que estimulam o crescimento celular e consequente crescimento
tumoral, sendo, de maneira semelhante aos receptores hormonais, um importante
alvo terapéutico (HOFF et al., 2013; LEONG; ZHUANG, 2011).

De modo semelhante aos receptores hormonais, a expressao de Her-2/neu
permite a adog¢do de tratamento dirigido com um anticorpo humanizado, o
trastuzumab (Herceptin, Roche, Mannheim, Baden-Wurttemberg, Alemanha). Tal
estratégia tem conseguido sobrevida significativa em combinagdo com
quimioterapia, tanto como primeira linha de tratamento, quanto como tratamento
adjuvante, conforme apontado por diversos estudos (MARTY et al., 2005; PICCART-
GEBHART et al., 2005; ROMOND et al., 2005; SLAMON et al., 2001).

Por fim, ndo se pode deixar de chamar atencao particular aos marcadores de
proliferagdo celular, os quais foram extensivamente investigados para avaliagdo de
prognostico. Um dos métodos de indicagdo direta de proliferagdo celular € por meio
da marcacao, por imuno-histoquimica, de Ki-67, proteina nuclear presente apenas
em ceélulas em proliferagdo, e ausente em células em repouso (GERDES et al.,
1983). Estudos demonstraram que maior porcentagem de positividade para este
marcador confere maior risco de recidiva e pior taxa de sobrevivéncia em pacientes
com cancer de mama inicial (DE AZAMBUJA et al., 2007; DOWSETT et al., 2007).

Mais recentemente, os avangos na tecnologia de analises por microarranjos
possibilitaram a investigagcdo de milhares de genes simultaneamente, culminando
com a classificacdo dos tumores em subtipos com base no perfil de expressao
génica (DE ABREU; WELLS; TSONGALIS, 2013). O primeiro estudo nesta area
classificou inicialmente os tumores de mama em quatro subtipos distintos: luminal,
superexpressao de Her-2/neu (ou Her-2/neu positivos), basal simile e normal simile
(PEROU et al., 2000). Posteriormente, novos estudos demonstraram que O grupo
luminal poderia ser adicionalmente dividido em dois subgrupos, luminal A e luminal B
(HU et al., 2006). Ainda, identificaram um novo subtipo molecular, o claudin-low, que
apresenta baixa expressdo de genes envolvidos na jungdo e adesdo celular
(HERSCHKOWITZ et al., 2007).

Visto que o estudo da expressao do RNA mensageiro por microarranjos ainda
nao é factivel na rotina clinica, mas visando traduzir o conhecimento adquirido ao

nivel do mRNA para o nivel protéico, outras versdes utilizando imuno-histoquimica
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vem sendo aplicadas (SOARES; ANDRADE, 2012). Reconhecem-se, de maneira
geral, pelo menos quatro subtipos de tumores diferentes com base na expresséo por
imuno-histoquimica de marcadores: luminal A (ER+ e/ou PR+; Her-2/neu-; Ki-67 <
14%), luminal B (ER+ e/ou PR+; Her-2/neu-; Ki-67 = 14%), superexpressao de Her-
2/neu (Her-2/neu+) e triplo negativo ou basal-like (ER- e PR-; Her-2/neu-). Vale
ressaltar que ha divergéncia na literatura quanto a expressao dos marcadores e
classificagdo conforme os subtipos acima apontados, outras classificagcbes sendo
possiveis (SERRA et al., 2014).

Ainda que a classificagdo tumoral seja a maneira adotada para a condugao
clinica e terapéutica de pacientes, ha um numero crescente de evidéncias
demonstrando que ha que se levar em consideragdo também fatores relacionados
com as caracteristicas imunoldgicos de pacientes com céncer. Estudos relevantes
descreveram que o perfil das células imunes presentes no infiltrado tumoral é um
importante fator preditivo para a progresséo da doencga (revisto por FRIDMAN et al.,
2013). Na realidade, de acordo com um destes estudos, em que caracterizaram as
células imunes do infiltrado de tumores colorretais em um numero relevante de
pacientes, revelou-se que caracteristicas imunologicas, tais como tipo, densidade e
localizagdo das células imunes no interior das amostras de tumor, seriam o fator
mais importante na anaise patoldgica de tumores para a avaliagdo prognostica de
pacientes, confirmando a importancia de uma resposta imune adaptativa efetiva no
combate as células tumorais (GALON et al., 2013).

Torna-se evidente, portanto, que na patogénese do céncer, ha que se
considerar a importancia do balango entre a capacidade de imunovigilancia das
células imunes, as quais possuem um papel essencial na imunidade antitumoral
(revisto por HART, 1997; revisto por SCHULER; STEINMAN, 1997), e a
suscetibilidade de imunossupressdo das mesmas pelo tumor, como forma de escape
a resposta imune (revisto por ANTONIA; EXTERMANN; FLAVELL, 1998; revisto por
BOTTI et al., 1998; revisto por CHOUAIB et al., 1997).

Neste contexto, em que as DCs possuem relevancia central, e tendo em vista
pois, a alta incidéncia do cancer de mama em mulheres no mundo, este vem sendo
o alvo de alguns estudos no laboratorio, com resultados interessantes. Células
dendriticas diferenciadas in vitro a partir de mondcitos provenientes de sangue
periférico de pacientes com carcinoma de mama ductal invasivo apresentaram

diminuigéo significativa na frequiéncia de células HLA-DR*, CD86" e CD11c", além
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de redugédo significativa na capacidade de indugédo de proliferagdo de linfocitos T
alogenéicos, em comparagdo com DCs de voluntarias saudaveis (AZEVEDO-
SANTOS, 2010). Ainda, DCs imaturas provenientes dessas pacientes possuiram
capacidade elevada de indugdo de Tregs (RAMOS et al.,, 2012). Esses dados
permitem que se proponha que, na patogénese desse tipo de cancer, as alteragbes
fenotipicas e funcionais das DCs representam um mecanismo central para escape a
resposta imune.

Assim, considerando-se a importancia de NF-kB na diferenciacdo e
maturacao das DCs, bem como as alterag¢des fenotipicas e funcionais presentes em
DCs de pacientes com cancer, propds-se este estudo, procurando estabelecer o
papel deste fator de transcricdo nas alteragcbes apresentadas pelas DCs,
especificamente em pacientes com cancer de mama. Vale notar que a compreensao
das caracteristicas que conferem as DCs sua capacidade imunomoduladora, bem
como dos mecanismos responsaveis pelas alteracbes desta capacidade em
pacientes com cancer, abre a possibilidade de se identificar maneira eficiente de,

eventualmente, corrigi-las.
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que:

v/ Células dendriticas derivadas de mondcitos de pacientes com cancer de mama
apos estimulo de ativagdo com TNF-o possuem alteragbes fenotipicas
significativas, com menor frequéncia de células CD86", CD83" e HLA-DR", e
com tendéncia maior a producéo da quimiocina pré-inflamatéria IL-8;

v' Ha alteragdes da presenca de NF-kB no nucleo de mondécitos e DCs derivadas
de mondcitos de pacientes com cancer de mama;

o Estimulo de diferenciagdo em DCs a partir de Mos de sangue periférico
de individuos controles induz diminuigdo significativa na quantidade de
NF-kB ativo no nucleo, enquanto que tal modulagdo n&o € observada em
células derivadas de pacientes com cancer de mama;

o A ativagdo de DCs de individuos controles com TNF-a por 24 h induz
aumento significativo na quantidade de NF-kB no nucleo, enquanto que
tal modulagédo ndo € observada em células derivadas de pacientes com
cancer de mama;

v' Ha alteragdes no perfil das subunidades que constituem o NF-kB no nucleo de
DCs derivadas de mondcitos de pacientes com cancer de mama;

o IDCs controles possuem uma quantidade relativa maior de p50 e menor
das demais subunidades, com diminui¢do na contribuigao relativa de p50
apos a ativagcdo, enquanto as iDCs de pacientes, de modo geral, ja
apresentam o perfil das mDCs controles, e possivel auséncia de alteracéo
deste perfil apds a ativagao.

v' As alteragbes observadas no NF-kB das DCs derivadas de mondcitos de
pacientes com cancer de mama podem estar relacionadas a alteracdes na
expressao de genes que codificam proteinas inibidoras de NF-kB, IKKs e co-

ativadores transcricionais.

Propbem-se, pois, que as DCs de paciente com cancer de mama possuem
alteracdes na capacidade de modulacdo de NF-kB, que poderiam estar associadas aos
defeitos fenotipicos observados nas células das pacientes, e ao aumento de producao
de IL-8, sendo estes mecanismos de escape do tumor a resposta imune. Nossos

dados, embora preliminares, indicam que tais altera¢cdes na capacidade de modulacao
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de NF-kB poderiam ser consequéncia da desregulacdo na expressao das proteinas

inibidoras, IKKs e co-ativadores transcricionais.
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