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RESUMO

PINHO, M. P. Enriquecimento antigénico de linhagens tumorais: estratégia para
abordagens imunoterapéuticas personalizadas. 2014. 128 f. Dissertacdo (Mestrado
em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2014.

Células dendriticas (DCs) sdo potentes células apresentadoras de antigenos (APCs)
capazes de induzir uma resposta imune antitumoral quando carregadas com antigenos
tumorais. Dentre as estratégias de imunoterapia utilizando essas células, se encontra a
utilizacdo de hibridos de células dendriticas com células tumorais. O presente projeto
avaliou, in vitro, a possibilidade de modificar essa estratégia visando diminuir a
guantidade de massa tumoral necessaria para o tratamento. Essa modificacdo consistiria
na utilizacdo, como parceiro de fusdo das DCs, de células de linhagem tumoral
previamente transfectadas com mRNA amplificado de células tumorais contra as quais
se pretende induzir resposta. Assim, avaliou-se, primeiramente, a possibilidade da fusdo
induzir uma resposta antigeno-especifica. Para isso, DCs maduras (mDCs) foram
diferenciadas a partir de mondcitos, obtendo-se células com todas as caracteristicas de
APCs profissionais. As mDCs geradas por esse processo foram fundidas com células da
linhagem MDA-MB-231, obtendo-se células duplo-positivas para CD11lc e Her2/neu.
Esses hibridos expressaram diferentes moléculas de co-estimulo, além de HLA-ABC
provenientes dos dois tipos celulares usados para gerar os hibridos, e foram capazes de
induzir proliferacdo de linfécitos T tanto aut6logos como alogeneicos. Além disso, 0s
hibridos induziram a diferenciacéo de linfécitos T CD4" com menor expressdo de Foxp3,
e de linfécitos T CD8" citotoxicos capazes de induzir a morte das células tumorais da
linhagem utilizada para formacdo dos hibridos. Num modelo de células tumorais
marcadas pela expressdo de um antigeno viral, os hibridos também se mostraram
capazes de induzir uma expansdo antigeno-especifica de linfocitos T CD8. Em seguida,
dado que os hibridos foram capazes de induzir uma resposta imune especifica, avaliou-
se a possibilidade de enriqguecer uma célula com antigenos de outra, através da
transferéncia de RNA. Células da linhagem MCF-7 que foram transfectadas com RNA
total de células da linhagem SK-BR-3 aumentaram a quantidade de mRNA de proteinas
presentes nas ceélulas SK-BR-3. Além disso, células da linhagem MDA-MB-231, que
receberam RNA total de uma célula previamente transfectada com mRNA para GFP,
passaram a expressar tal proteina, mostrando que a transferéncia de RNA é capaz de
fazer com que uma célula passe a expressar antigenos presentes em outra. Por fim,
analisou-se a possibilidade de se amplificar inespecificamente os mMRNAs de uma célula.
Foi possivel amplificar o mMRNA para GFP gerando um material capaz de, quando
transfectado, gerar expressdao de GFP. Os mRNAs da MDA-MB-231 e da SK-BR-3
amplificados continham mMmRNAs presentes no preparado inicial, sendo que algumas
aumentaram sua representatividade apos a amplificacdo. Esses mMRNAs amplificados,
porém, ndo foi capaz de aumentar a expressdo das moléculas avaliadas nas células
transfectadas, mostrando que o protocolo ainda precisa ser aperfeicoado. Em conjunto,
os resultados apresentados mostram que a nova estratégia de imunoterapia aqui
explorada € promissora e merece maior investigacao.
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ABSTRACT

PINHO, M. P. Antigenic enrichment of tumor cell lines: a strategy for personalized
immunotherapeutic approaches. 2014. 128 p. Master thesis (Immunology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2014.

Dendritic cells (DCs) are powerful antigen presenting cells (APCs) that are able to induce
antitumor immune responses when loaded with tumor antigens. Among the
immunotherapy strategies that utilize these cells, are those that utilize tumor cell dendritic
cell hybrids. The present project evaluated, in vitro, the possibility of modifying this
strategy, thus diminishing the number of tumor cells needed for the treatment. This
modification consists of using cells from tumor cell lines, which were previously
transfected with mRNA amplified from tumor cells against which a response is aimed, to
fuse with DCs. Thus, first of all, we evaluated if the hybrids could induce an antigen
specific immune response. Mature Dendritic cells (mDCs) were differentiated from
monocytes, and presented all characteristics of professional APCs. The mDCs were
fused with cells from the MDA-MB-231 cell line, generating double-positive cells for
CD11c and Her2/neu. These cells expressed different costimulatory molecules and HLA-
ABC from both cell types used to generate the hybrids, and were also able to induce
autologous and allogeneic T cell proliferation. Moreover, the hybrids induced the
differentiation of CD4+ T Ilymphocytes with diminished Foxp3 expression, and the
differentiation of CD8+ cytotoxic T lymphocytes, that were able to kill tumor cells from the
same cell line used for the fusion process. Using a model of tumor cells expressing a viral
antigen, we were also able to determine that the hybrids induced the proliferation of
antigen-specific CD8+ T cells. Thus, since the hybrids were able to induce a specific
immune response, we evaluated if, by the transfer of RNA, tumor cells could be enriched
with antigens from another tumor cell line. Cells from the MCF-7 cell line transfected with
total RNA from SK-BR-3 cells did increase the amount of mMRNAs specific for proteins
expressed in SK-BR-3 cells. Furthermore, MDA-MB-231 cells that received total RNA
from cell previously transfected with GFP mRNA expressed this protein, showing that
cells can express antigens from another one if transfected with their RNA. Lastly, we
analyzed if the mRNA from a cell could be nonspecifically amplified. The GFP specific
MRNA was successfully amplified, since the amplification product was able to, when
transfected, induce GFP expression. The amplified MDA-MB-231 and SK-BR-3 RNAs
contained mMRNAs that were present in the total extracted RNA, but some were present in
increased and other decreased amounts. These amplified mMRNAs, however, were not
able to increase the expression of the molecules we attempted to detect in the transfected
cells, showing that the protocol still need to be improved. Together, these results show
that this new strategy is promising and deserves further investigation.

Keywords: Dendritic Cells. Messenger RNA. Vaccines. Immunotherapy. Cancer.
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O sistema imune é um sistema de reconhecimento que, através dos seus
mecanismos inatos e adaptativos, mantém a homeostase dos tecidos. Por ser capaz de
reconhecer e eliminar antigenos associados a patdégenos, 0 sistema imune é
amplamente referido como um sistema de defesa do corpo. As células dendriticas (DCs)
atuam, nesse contexto, como células apresentadoras de antigenos (APCs; do inglés,
antigen presenting cells), sendo, dentre as APCs profissionais, as células mais aptas a
induzir uma resposta imune adaptativa (BANCHEREAU, BRIERE, et al.,, 2000;
STEINMAN, BANCHEREAU, 2007).

As DCs constantemente internalizam o conteuddo extracelular do microambiente
onde estdo. As proteinas que sdo capturadas por meio desse processo sao degradadas
em peptideos que serdo acoplados a moléculas de classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e, por meio de apresentacdo cruzada, a moléculas de classe
| do MHC. Essas sdo as moléculas responsaveis pela apresentacao antigénica para os
linfécitos T.

Nos tecidos sadios, a maioria das DCs se encontra em um estado denominado
imaturo (iDC), monitorando o microambiente através da captura de antigenos
(MELLMAN, STEINMAN, 2001). Nesse estado, essas células apresentam alta
capacidade endocitica, mas baixa densidade de moléculas coestimuladoras, o que faz
com que induzam anergia nos linfécitos T estimulados (STEINMAN, 2003). O contato
com produtos de agentes infecciosos ou exposicdo a estimulos inflamatérios induz
mudancas dramaticas nessas células, levando a sua maturacdo (mDC) (CAUX,
MASSACRIER, et al.,, 1994). As células nesse estado apresentam uma menor
capacidade endocitica, mas alta densidade de moléculas coestimuladoras, como CD80 e
CD86. As mDCs também expressam o receptor de quimiocinas CCR7, que direciona sua
migracao para os orgédos linfoides secundarios, onde irdo atuar na ativacao de linfocitos
T (SALLUSTO, PALERMO, et al., 1999).

Uma vez nos linfonodos, as mDCs induzem a diferencia¢do de linfocitos T CD4
CD8" em linfocitos T citotdxicos (CTLs), capazes de eliminar especificamente as células
gue apresentarem, no contexto das moléculas de classe | do MHC, o antigeno para o
gual seu receptor clonal € especifico (INABA, YOUNG, STEINMAN, 1987). As células

dendriticas também ativam os linfécitos T CD4" CD8, que S&0 responsaveis por
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coordenar a resposta imunoldgica, sendo comumente denominados de linfocitos T helper
(Th) (STEINMAN, 2003). Esses linfocitos T podem se diferenciar em subtipos com
diferentes funcdes efetoras dependendo do estimulo que € dado pelas DCs. A expressao
diferencial de fatores de transcricdo por cada subtipo de Th permite a caracterizacao dos
mesmos. Quando produzem grandes quantidades de TGF-B, as DCs induzem,
preferencialmente, a diferenciacao dos linfécitos T em células reguladoras (Treg), que se
caracterizam pela expressao elevada do receptor de alta afinidade para IL-2 (CD25) e o
fator de transcricdo Foxp3 (MALDONADO, VON ANDRIAN, 2010). Dentre os subtipos de
linfocitos T helper efetores, podem-se destacar trés subpopulacdes: linfécitos Thl, que
séo diferenciados na presenca de IL-12 e sdo caracterizados pela expressao de T-bet e
de IFN-y; linfocitos Th2, diferenciados na presenca de IL-4 e caracterizados pela
expressdo de GATA-3 e IL-4; e linfocitos Thl7, diferenciados, em camundongos, na
presenca de IL-6 e TGF-B e caracterizados pela expressdo de RORyt e IL-17
(KAPSENBERG, 2003).

As células dendriticas apresentam um grande potencial imunoterapéutico devido a
sua habilidade de induzir uma resposta adaptativa e a sua capacidade de quebrar a
tolerdncia a antigenos especificos. Sua utilizacdo em protocolos clinicos, porém, so foi
possivel apos a descricdo da possibilidade de sua geracao in vitro a partir de precursores
sanguineos abundantes (CAUX, DEZUTTER-DAMBUYANT, et al., 1992; SALLUSTO,
LANZAVECCHIA, 1994), uma vez que menos do que 1% das células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) de humanos sao células dendriticas (HALLER HASSKAMP,
ZAPAS, ELIAS, 2005). Desde entdo, diversas abordagens terapéuticas foram
desenvolvidas visando utilizar o potencial imunomodulador dessas células para
desencadear uma resposta imune capaz de eliminar especificamente as células tumorais
(BANCHEREAU e PALUCKA, 2005; BARBUTO, ENSINA, et al., 2004). Essas
estratégias ficaram conhecidas como vacinas antitumorais, uma vez que visam estimular
uma resposta efetora do sistema imune.

Para induzir uma resposta imune, as DCs precisam apresentar, no contexto certo,
0s antigenos contra 0s quais se quer induzir uma resposta imune. Portanto, para induzir
uma resposta anti-tumoral, as DCs precisam ser carregadas com antigenos do tumor,

processo que pode ser feito de diferentes formas. Além do lisado tumoral, também
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podem ser usados como fonte de antigenos para carregamento das DCs: células
tumorais vivas, debris necroticos, corpos apoptoticos e exossomos derivados de tumores
(MOSCA, LYERLY, et al., 2007). O tipo de material utilizado, porém, pode interferir de
maneira significativa com o tipo de resposta imune obtida (FRY, SHAND, et al., 2009;
HUANG, WANG, et al., 2007).

O carregamento das DCs também pode ser feito sem a utilizagdo de materiais
derivados de células tumorais, como, por exemplo, utilizando peptideos antigénicos
sintéticos derivados de antigenos associados ao tumor (TAAs; do inglés, tumor
associated antigens). Estudos explorando essa estratégia mostraram que, de fato, é
possivel observar uma resposta clinica e imunolégica dos pacientes vacinados
(BROSSART, WIRTHS, et al., 2000). Além disso, essa metodologia ndo necessita a
obtencdo de material tumoral do paciente, que costuma ser escasso. Porém, o uso de
peptideos sintéticos apresenta limitacdes, uma vez que, devido a heterogeneidade das
células tumorais, o tumor pode desenvolver resisténcia a resposta induzida pela vacina,
a partir da selecdo e expansdo de células tumorais que ndo expressam 0s antigenos
imunizantes (GILBOA, VIEWEG, 2004). Sendo assim, tem-se priorizado cada vez mais
metodologias que envolvam a indugdo de uma resposta imunoldgica poliantigénica para
o tratamento de neoplasias.

Um método que vem sendo explorado envolve a fusdo da célula dendritica com
células tumorais, formando células hibridas que seriam capazes de apresentar antigenos
tumorais em um contexto imunogénico (CATHELIN, NICOLAS, et al., 2011). A fusdo
celular para geracdo dos hibridos pode ocorrer tanto por adicdo de polietilenoglicol
(YANG, SHEN, 2006) quanto por eletroporacdo (RAMOS, TEISSIE, 2000). As células
geradas por esses métodos sdo capazes de induzir uma resposta imune robusta; o0s
resultados clinicos, porém, permanecem ainda insatisfatorios (KOIDO, HOMMA, et al.,
2011).

Estas respostas clinicas desanimadoras podem ser um reflexo da utilizacdo de
DCs derivadas de mondcitos do proprio paciente com cancer para formacao dos hibridos
(BARBUTO, 2013). Estudos do nosso laboratério mostram que as DCs geradas in vitro, a
partir de mondcitos do sangue de pacientes com cancer, possuem fendtipo tipico de

células imaturas (NEVES, ENSINA, et al., 2005). Essas células também apresentam uma
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menor capacidade de induzir linfoproliferagdo quando comparadas as DCs obtidas de
doadores saudéaveis, além de induzir uma maior producdo de linfécitos T reguladores
(RAMOS, CHIN, et al., 2012). As DCs de pacientes com cancer geradas in vitro também
sd0 mais suscetiveis as condicbes encontradas no tumor, como baixo pH (SANTOS,
2010). Portanto, defeitos encontrados ja nos precursores sanguineos de células
dendriticas em pacientes com cancer sdo capazes de explicar a auséncia de sucesso
pleno da imunoterapia com hibridos autélogos.

Todas essas alteracfes apontam para a existéncia de mecanismos de escape
tumoral que impedem a destruicdo das células tumorais pelas células do sistema imune
(DUNN, BRUCE, et al., 2002). Sendo as células dendriticas tdo importantes no
desencadeamento de uma resposta efetora, ndo é surpreendente que o tumor tenha
desenvolvido estratégias para modular sua acao, visando gerar tolerancia do sistema
(DELLA BELLA, CLERICI, VILLA, 2007). No microambiente tumoral, sdo produzidos
diversos fatores solaveis como VEGF, IL-10 e IL-6 que sdo capazes de inibir a
diferenciacdo e maturacdo das DCs (GABRILOVICH, 2004), fatores como o CD83
solivel que alteram a capacidade de linfoestimulacdo dessas células (BALEEIRO,
BARBUTO, 2008), além de fatores capazes de desencadear o processo de apoptose nas
DCs (PINZON-CHARRY, LOPEZ, 2009). Portanto, ao desenhar protocolos de
imunoterapia, deve-se levar em conta o forte equilibrio existente entre o sistema imune e
0 tumor nos pacientes acometidos pela doenca, que deve ser quebrado para que se
consiga uma resposta imune eficaz.

Nesse contexto, surgiram estratégias que utilizam a fusdo de células tumorais
autdlogas com celulas dendriticas diferenciadas a partir de monocitos de doadores
saudaveis (DE GRUIJL, VAN DEN EERTWEGH, et al.,, 2008; TREFZER, WALDEN,
2003). Além do efeito adjuvante alogeneico, que pode ser capaz de quebrar a tolerancia
ja estabelecida entre o sistema imune e o tumor, essa estratégia permitiria que antigenos
tumorais, conhecidos ou ndo, sejam apresentados mediante a co-estimulacdo adequada,
gue nado € encontrada em células dendriticas diferenciadas a partir de mondcitos do
proprio paciente (TREFZER, HERBERTH, et al., 2005). De fato, nosso grupo mostrou
gue esse protocolo foi capaz de estabilizar a doenca em pacientes com melanoma

metastatico ou com carcinoma celular renal em estagios muito avancados, por um
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periodo mediano de cerca de 6 meses em 70% dos casos, sem desencadear efeitos
colaterais significativos (BARBUTO, ENSINA, et al., 2004).

Um fator limitante da estratégia de fusdo € a quantidade de massa tumoral que
deve ser obtida para realizar varias doses da vacinacéo. Estratégias que necessitem de
pouca ou nenhuma massa tumoral tém sido desenvolvidas, tornando possivel a
vacinacgao por longo periodo. Uma estratégia que tem sido explorada é o uso de células
tumorais alogénicas, obtidas de linhagens tumorais ja estabelecidas, para obtencdo de
antigenos ou formacdo de hibridos com células dendriticas (LOPEZ, PEREDA, et al.,
2009; YANG, CAO, et al.,, 2010). Essa abordagem, porém, sofre de uma falta de
especificidade para o repertorio de antigenos expressos pelas células tumorais de um
dado paciente (SRIVATSAN, PATEL, et al., 2013).

Outra estratégia que vem sendo desenvolvida envolve o uso de células
dendriticas geneticamente modificadas para expressar antigenos tumorais por meio da
transducdo de DNA codificando genes ou da transfeccdo de mRNAs provenientes das
células tumorais de pacientes (MILAZZO, REICHARDT, et al., 2003). Essa estratégia
permite a inducdo de resposta contra os antigenos especificos do préprio paciente
(HEISER, MAURICE, et al., 2001). Além disso, utilizando essa abordagem, € possivel
reduzir a quantidade de massa tumoral necesséaria, uma vez que o mRNA das células
tumorais poderia ser amplificado in vitro a partir de uma pequena quantidade inicial
(BAUGH, HILL, et al., 2001; VAN GELDER, VON ZASTROW, et al., 1990).

Para que ocorra a amplificacdo do mRNA tumoral total, € necesséario que o
mesmo sofra um processo de transcricao reversa, produzindo fitas de cDNA que podem
ser amplificadas através de uma reacdo de PCR. O cDNA amplificado, entéo, deve ser
submetido a uma reacdo de transcricdo in vitro, formando novas fitas de mRNA que
serdo utilizadas para a transfecgédo. Sendo assim, as reagdes devem ser feitas de forma
a inserir a sequéncia promotora da enzima T7 RNA polimerase, que € usada no processo
de transcrigao in vitro (BOCZKOWSKI, NAIR, et al., 2000). O material obtido dessa forma
mantém copias de mMRNAs das proteinas tumorais expressas pelas células doadoras (NI,
RICHMOND, et al., 2008).

De fato, diversos estudos pré-clinicos feitos em diferentes modelos de diferentes

tipos de cancer mostraram que DCs transfectadas com mRNA tumoral, amplificados ou
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ndo, sdo capazes de induzir a diferenciacdo de linfécitos T citotoxicos capazes de
eliminar, ao menos in vitro, especificamente as células tumorais (MILANO, RYGIEL, et
al., 2007; MULLER, TSAKOU, et al., 2004; NI, RICHMOND, et al., 2008). Estudos de
fase I, porém, mostram uma resposta clinica muito aquém do esperado, apesar de ser
observada uma resposta imune especifica para o tumor em muitos dos pacientes
(CARUSO, ORME, et al., 2004; SU, DANNULL, et al., 2003). Em um estudo envolvendo
0 tratamento de pacientes com neuroblastoma, por exemplo, ndo foi possivel observar
uma resposta clinica objetiva (CARUSO, ORME, et al., 2005).

E possivel observar que as células dendriticas transfectadas com mRNA tumoral
expressam, ao menos transientemente, proteinas tumorais (GAO, FAN, et al.,, 2007;
TONIOLO, 2010). Essa expressao transiente € necessaria para que as células
dendriticas processem tais antigenos e apresentem os peptideos tumorais em suas
moléculas de classe | do MHC. Porém, dentre as proteinas que serdo expressas pelas
DCs, estdo aquelas que as células tumorais produzem visando atrapalhar a resposta
imune. Sendo assim, esse fendmeno pode ser uma das explicacdes para a baixa
resposta clinica obtida com esse tipo de metodologia.

As células dendriticas sdo altamente heterogéneas, e sdo capazes de modular a
expressdo de suas proteinas de superficie dependendo do microambiente em que se
encontram, sendo conhecidas pela sua grande plasticidade (HUANG, LIU, et al., 2001,
ITO, LIU, KADOWAKI, 2005). Estudos do nosso laboratério tém mostrado que a simples
exposicao aos agentes de transfeccao lipidicos é capaz de alterar significativamente a
expressdo de moléculas de superficie importantes para modulacdo da resposta imune.
Esse comportamento é indesejavel para desenvolvimento de um tratamento clinico, uma
vez que ainda nao se sabe qual perfil de expressao de moléculas é capaz de induzir uma
melhor resposta imune. Além disso, as DCs sdo muito sensiveis a transfeccdo, podendo
apresentar baixa viabilidade dependendo do método utilizado.

Dentro desse contexto, 0 presente projeto visa desenvolver uma estratégia
diferente de carregamento de células dendriticas com antigenos tumorais, que consiste
na fusdo de células de linhagens tumorais transfectadas com o mRNA amplificado de
células tumorais obtidas dos pacientes, com células dendriticas derivadas de doadores

saudaveis. A escolha de doadores saudaveis como fonte de precursores para formacao
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de células dendriticas decorre do fato das células do paciente apresentarem deficiéncia
funcional, como anteriormente mencionado.

Linhagens tumorais transfectadas com genes capazes de torna-las mais
imunogénicas ja foram utilizadas, combinadas com a injecdo sistémica de IL-2, em
ensaios clinicos (ANTONIA, SEIGNE, et al., 2002). No presente projeto, a transfeccéo de
linhagens com o mRNA tumoral dos pacientes visa introduzir antigenos tumorais dos
mesmos, enquanto a fusdo dessas células com DCs visa torna-las imunogénicas.

Como modelo para testar essa estratégia, serdo utilizadas células de linhagens de
cancer de mama. O cancer de mama € o tipo de cancer que mais afeta as mulheres.
Estima-se que 12,29% das mulheres que nasceram hoje serdo diagnosticadas com
cancer de mama em algum momento durante sua vida (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2012). Felizmente, quando o cancer é diagnosticado em estagios iniciais, a
chance de cura é muito grande.

ApOGs a cirurgia para retirada das células tumorais, pacientes com tumores em
estagios iniciais com pior prognéstico sdo submetidos a uma terapia adjuvante. Esse
tratamento, que pode ser a base de quimioterapia, radioterapia ou hormonioterapia, visa
matar as células tumorais que por ventura ainda estejam no corpo do paciente apés o
processo cirurgico (MCARTHUR, HUDIS, 2007). Porém, nem todos os pacientes se
beneficiam igualmente dos tratamentos adjuvantes (ENG-WONG, ISAACS, 2010). Além
disso, parte das mulheres que passam por esse processo hdo apresentam mais células
tumorais, e, portanto, ndo enfrentariam recidiva da doencga, mas acabam sofrendo com
os efeitos colaterais dessas terapias, que, geralmente, sdo mais do que apenas
incomodos (SHAPIRO, RECHT, 2001).

Uma vez que o tumor tenha sido retirado, vacinas utilizando esse material
poderiam ser feitas visando desenvolver uma terapia adjuvante com menores efeitos
danosos para as pacientes. Nesse contexto, o protocolo em estudo nesse projeto poderia
ser interessante para o tratamento dessas pacientes, uma vez que diversas doses de
vacinas poderiam ser feitas mesmo com tumores em estagios iniciais, que sdo muito
pequenos.

Tumores de mama podem ser classificados dependendo da expresséo, pelas

células tumorais, do receptor de estrégeno (ER) ou de progesterona (PR), além da
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superexpressdo de Her2/neu, um receptor tirosina quinase da familia dos receptores do
fator de crescimento epidérmico (EGFR). Tumores que ndo apresentam nenhuma das
trés caracteristicas sdo denominados triplo-negativos, e apresentam o pior prognéstico
quando comparados com 0s positivos para os receptores ER e PR e os que apresentam
superexpressdo de Her2/neu (PARISE, BAUER, et al.,, 2009). Além de alto valor
prognostico, essas proteinas também séo utilizadas como alvos por diversas terapias.
Nesse trabalho, células tumorais das linhagens de cancer de mama MDA-MB-231
(triplo-negativa), MCF-7 (ER positiva) e SK-BR-3 (superexpressdao de Her2/neu) foram
utilizadas como doadoras e receptoras de mRNA, sendo a expressao de ER, PR e
Her2/neu avaliadas como marcadores de eficiéncia do processo de amplificacdo e

transfeccéo das células.
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2.10bjetivo Geral

Avaliar, in vitro, a possibilidade da utilizagdo de células dendriticas fundidas com
células de linhagens tumorais previamente transfectadas com mRNA tumoral, para
induzir uma resposta imune especifica contra os antigenos de células tumorais

provenientes de pacientes.

2.20bjetivos especificos

e Avaliar o fendtipo de células dendriticas diferenciadas a partir de mondcitos

e Verificar a formacao de hibridos de células dendriticas e células tumorais pelo

processo de eletroporacéao.

e Analisar a capacidade linfoestimulatoria dos hibridos, e o tipo de resposta

induzida pelos mesmos.
e Avaliar se os hibridos sédo capazes de gerar uma resposta antigeno-especifica.
e Padronizar a técnica de transfeccao de linhagens tumorais com RNA.

e Verificar se é possivel enriquecer uma célula com antigenos de outra por meio

da transferéncia do RNA total dessa célula.

e Padronizar o protocolo de amplificagdo de um mRNA de modo a obter maiores
guantidades deste, sem perder sua capacidade traducional.

e Avaliar a possibilidade de amplificar uma amostra complexa de mRNA de uma
célula, e analisar se ha alteracdo na composicdo do mMRNA antes e apos a
amplificagéo.

o Verificar se a transferéncia do mRNA amplificado de uma célula é capaz de
gerar expressdo na célula receptora das proteinas presentes na célula

doadora.
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3.1Casuistica

Este trabalho conta com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&do Paulo (Parecer 1073/CEP) e do Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Alem&o Oswaldo Cruz (Parecer 263.720).

Para a diferenciacdo de células dendriticas, foram utilizadas células
mononucleares do sangue periférico, obtidas de camaras de leuco-reducao de doadores
de plaguetas do Banco de Sangue do Hospital Alemdo Oswaldo Cruz, apés

consentimento por escrito dos doadores.

3.2Diferenciacéo in vitro de células dendriticas a partir de mondcitos do sangue

periférico

O produto de camara de leuco-reducao foi colocado em tubo cbnico de 50 mL,
diluido 1:1 em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e submetido a centrifugacao
sobre 12 mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) por 30 min a 900 g,
na temperatura de 18 °C, para obtencédo de células mononucleares. A camada de células
mononucleares (PBMCs) foi recuperada em outro tubo, juntamente com RPMI-1640, e
centrifugada a 1200 rpm por 10 min. Foram feitas mais duas lavagens a 1100 e 900 rpm,
respectivamente. O pellet foi coletado sendo determinada a quantidade de células por
contagem em camara de Neubauer.

A separacao dos monacitos e posterior diferenciacdo em células dendriticas foram
feitas de duas maneiras diferentes, sendo a segunda apenas utilizada para o ensaio de
sensibilizacdo de linfécitos T em microcultura.

No protocolo usual de diferenciagéo, as PBMCs foram colocadas em garrafas de
75 cm?, na concentracdo de 1x10’ células/mL e mantidas em estufa com 5% de CO;
overnight a 37 °C, para aderéncia. Apos este periodo, as células ndo aderentes (CNAS)
foram coletadas e congeladas em freezer a -80 °C, em meio contendo soro fetal bovino
com 10% de DMSO, para posterior utilizacdo na co-cultura. As células aderentes foram
cultivadas por 7 dias em meio de cultura AIM-V, contendo 50 ng/mL de GM-CSF (R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA) e 50 ng/mL de IL-4 (R&D Systems), em estufa com 5%
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de CO, a 37 °C. No quinto dia de cultura, foi acrescentado o fator de necrose tumoral
TNF-a, para induzir a maturagao destas células.

Para estimulacdo em microculturas, as células dendriticas foram geradas a partir
de mondcitos purificados com beads magnéticas para CD14 (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemanha), de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante. Os mondcitos
foram cultivados por 7 dias em meio de cultura X-VIVO (Lonza, Walkersville, MD, USA),
suplementado com GM-CSF (50 ng/ml; Cellgenix, Freiburg, Alemanha) e IFN-a (1000

U/ml; PBL IFNSource, Piscataway, NJ, EUA). As citocinas foram repostas a cada 3 dias.

3.3Marcagao com anticorpos para analise por citometria de fluxo

Anticorpos monoclonais especificos para as moléculas de interesse conjugados a
fluorocromos foram utilizados para andlise do fenétipo das células utilizadas nesse
trabalho (Tabela 1).

Ap6s a contagem em camara de Neubauer, aliquotas de 1 x 10° células obtidas
das culturas foram colocadas em tubos plasticos de 1,5 mL e lavadas por 20 segundos a
13000 rpm e 4 °C, com 200 plL/tubo de tampéao para citometria (PBS suplementado com
0,5% de soroalbumina bovina e 0,02% de azida sddica). Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 25 pL e os anticorpos especificos foram adicionados na
concentracdo apropriada para o marcador de interesse. Esses tubos foram, entdo,
incubados por 20 minutos a 4 °C e ao abrigo de luz. Ap6s este periodo, o material foi
novamente lavado por duas vezes (20 s, 13000 rpm, 4 °C) com 200 pL/tubo de tampé&o
para citometria. ApOs estas lavagens, as células, jA marcadas, foram ressuspendidas em
200 pL de tampéo para citometria e analisadas no citdmetro de fluxo (FACSCalibur ou
FACSCanto). Os dados foram adquiridos com a utilizacdo do software CellQuest (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) ou FACS Diva (BD Biosciences) e analisados com o

software FlowJo (Tree Stars Inc.).
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Tabela 1 — Anticorpos utilizados para analise por citometria de fluxo. Lista dos
anticorpos com suas respectivas especificidades e fluorocromos conjugados.

Moléculas alvo

Fluorocromo

CDl11c
CD1la
CD14
CD80
CD83
CD86
CD274 (PD-L1)
CD123
HLA-DR
HLA-ABC
CCR7
Her2/neu
CD3
CD4
CD8
CD25
CD45RA
CD45RO
PD-1
CD62L
CD69
CD38

PE-Cy7; FITC; PE
PE

FITC

APC-H7; PE
PE-Cy5.5
APC

PE

PE

FITC; APC; V500
FITC; PE; APC
PE-Cy7

PE; APC
FITC; APC

PE; APC-H7
PerCP; V500
APC, PE
V450

PE

PE-Cy7

APC

PE

V450

3.4Andlise do fendtipo de membrana de monécitos, iDCs e mDCs por citometria de

fluxo

Células do dia 0 (mondcitos), 5 (iDC) e 7 (mDC) de cultura foram retiradas para

determinacao do fendtipo de membrana.
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Figura 1 — Estratégia de analise dos dados de citometria de fluxo. Esquema de
andlise dos marcadores de superficie em (A) mondcitos, (B) iDCs e (C) mDCs.
Primeiramente excluiram-se da andlise os doublets (eventos que se caracterizam pela
presenca de mais de uma célula). Em seguida, foi feito um gate no tamanho e
granulosidade caracteristico da célula a ser analisada. Depois, as células mortas foram
excluidas e, por fim, foi feito um gate no grafico de HLA-DR por CD14, selecionando
células positivas para HLA-DR e CD14 para 0os mondcitos, positivas para HLA-DR para
as iDCs e positivas para HLA-DR e negativas para CD14 para as DCs.

As células foram marcadas, como descrito em 3.3, com anticorpos monoclonais

comerciais especificos para os seguintes marcadores: CDla (molécula apresentadora de

lipideos), CD40 (molécula necesséria para apresentacdo efetiva de antigenos), CD11c

(cadeia alfa X de integrinas, presente em DCs mielbides), CD14 (co-receptor de LPS,

presente em monocitos e ausente em DCs), CD80 (B7-1, molécula co-estimuladora),
CD83 (marcador de DCs ativadas/maduras), CD274 (PD-L1; molécula reguladora), CD86

(B7-2, molécula co-estimuladora), CD123 (receptor de IL-3, expresso por células

plasmocitoides), CCR7 (receptor de quimiocinas que direciona as células para o0s
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linfonodos), HLA-ABC (moléculas de classe | do MHC) e HLA-DR (molécula de classe Il
do MHC).

Para andlise dos marcadores de membrana, foram feitos quatro gates
consecutivos de analise (Figura 1). Primeiramente os eventos que se caracterizavam por
uma unica célula (singlets) foram selecionados. Em seguida, um gate com as
caracteristicas de cada tipo celular foi delimitado no grafico de tamanho (FSC — forward
scatter) por granulosidade (SSC - side scatter). Depois, as células vivas foram
delimitadas, excluindo-se aquelas positivas para o corante de viabilidade LIVE/DEAD®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Por altimo, foi feito um gate no grafico dos marcadores
HLA-DR e CD14, selecionando a populacdo HLA-DR® CD14" para andlise dos
mondcitos, HLA-DR" para andlise das iDCs e HLA-DR* CD14 para andlise das mDCs.

3.5Cultura das linhagens tumorais utilizadas

As linhagens usadas nesse trabalho foram sistematicamente verificadas quanto a
presenca de micoplasma, sendo usadas em experimento apenas aquelas livres de tal
contaminacdo. A passagem de todas as linhagens também foi controlada durante os
experimentos de modo a se usar apenas passagens dentre um intervalo de, no maximo,
10 repiques, diminuindo-se assim a variagao genética que pode ocorrer devido ao grande
tempo de cultivo.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (R-10; Sigma, St. Louis, Missouri, USA) acrescido de
antibidtico e antimicético (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 25 pg/ml
anfotericina; Gibco, Carlsbad, CA, USA). Todas as linhagens foram cultivadas em estufa
a 37 °C e 5% de CO,, porém, as células da linhagem MDA-MB-436 que, por orientacédo
do ATCC, nao devem ser cultivadas na presenca de CO,, foram cultivadas em garrafas
com filtro vedadas. As linhagens que néo estavam condicionadas ao meio R-10 tiveram
seu meio de origem substituido gradualmente.

Para o experimento de sensibiliza¢@o de linfocitos T em microculturas, foi utilizada

a linhagem de leucemia mieloide crbnica, K562, estavelmente expressando HLA-A2 (aqui
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denominada KA2). As linhagens KA2 foram cultivadas em R-10 na presenca de
geneticina, visando manter a expressao de HLA-A2 nessas células.

3.6Fusao de células dendriticas com células tumorais

No ultimo dia da cultura de células dendriticas, elas foram retiradas da garrafa de
cultura, lavadas e ressuspendidas, na concentracdo de 2 ou 4x10° células/mL, em uma
solucéo de glicose 5% estéril. As células tumorais (SK-BR-3 ou MDA-MB-231) também
foram retiradas da cultura, lavadas e ressuspendidas na solucdo de glicose 5% na
concentracdo de 2 ou 4x10° células/mL. Volumes iguais das duas suspensées celulares
foram misturadas e colocadas em uma cubeta de 4 mm, sendo submetidas a fusao por
um pulso elétrico de 400 V com 25 pF, aplicado pelo Gene-Pulser Il (BioRad, Richmond,
CA, USA), depois de serem alinhados em um campo elétrico heterogéneo (62.5 V/cm)
por 15 s. Passado um tempo do pulso, as células foram retiradas da cubeta e colocadas
em um tampdo de relaxamento (100 mM KCI, 3 mM NacCl, 1,25 mM EDTA, 10 mM
PIPES, 0,5 mM ATP, pH ajustado para 6,8), sendo mantidas por 5 minutos. Passado o
tempo as células foram centrifugadas e colocadas em cultura.

Duas adaptacdes do protocolo acima foram testadas. Na primeira 500 pL de cada
solucdo celular na concentragdo de 2x10° células/mL foram colocadas na cubeta e
imediatamente fundidas, sendo deixadas por 2 minutos antes de serem colocadas em 2
mL de tampao de relaxamento. Na segunda, 250 pL de cada solucdo celular na
concentracdo de 4x10° células/mL foram colocados na cubeta e apés 5 minutos as
células foram fundidas. ApGs mais 5 minutos, as células foram colocadas em 500 pL de

solugéo de relaxamento.

3.7Analise da porcentagem de hibridos formados pelo processo de fuséo

Para analisar a quantidade de hibridos gerados entre células dendriticas e células
tumorais, as células foram marcadas, antes da eletropora¢do, com um corante vermelho
e verde, respectivamente, ou posteriormente marcadas com dois anticorpos especificos,

sendo um para a célula tumoral e outro para a célula dendritica. Apos a fuséo, avaliou-se
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a porcentagem de células positivas para os dois corantes ou para os dois marcadores de
membrana.

Para analise da formacao de hibridos por marcadores de membrana, as células
foram marcadas como descrito em 3.3, depois de fundidas, com Her2/neu e HLA-DR
(quando usadas células da linhagem SK-BR-3) ou com Her2/neu e CD11c (no caso da
fusdo com a linhagem MDA-MB-231, que expressa HLA-DR).

No caso da analise por corantes, células dendriticas maduras foram retiradas da
garrafa de cultura, centrifugadas e ressuspendidas em PBS com 0,5% de soroalbumina
bovina na concentracdo de 1x10° células/mL. Em seguida, foi adicionado o CellTracker™
Red CMPTX (Red; Invitrogen) na concentracdo final de 2 uM. As células foram, entéo,
incubadas em estufa por 15 min, centrifugadas, e deixadas por 30 minutos em meio
AIM-V para permitir que ocorra a reacdo que ird manter o corante dentro da célula. O
mesmo procedimento foi utilizado para corar células de linhagens tumorais. O corante
usado, porém, foi o CellTracker™ Green CMFDA (Green; Invitrogen), na concentragéo
de 0,8 uM. Como alternativa ao corante vermelho, que apresentou baixa marcacdo em
alguns experimentos, também foi usado o corante CellTrace™ Violet (Violet; Invitrogen).
Apés a marcacao das duas células, a fuséo foi realizada como descrito em 3.6.

A andlise das células duplo-positivas foi feita por microscopia de fluorescéncia,

microscopia confocal ou citometria de fluxo.

3.8Imunofluorescéncia

As células a serem analisadas por imunofluorescéncia foram marcadas conforme
descrito em 3.3 e fixadas com paraformaldeido 4% por 60 min a temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram colocadas em reagente Prolong Gold Antifade com DAPI
(Invitrogen) e vedadas sobre a lamina. As fotos foram adquiridas no microscopio de
fluorescéncia Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Melville, NY, USA) com o software NIS-
Elements AR (Nikon) ou no microscopio confocal multifoton Zeiss LSM 780 (Zeiss,

Oberkochen, Germany) com o ZEN confocal software (Zeiss).
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3.9Anélise fenotipica dos hibridos de células dendriticas e células tumorais

Os hibridos foram marcados, como descrito em 3.3, com anticorpos para
moléculas importantes para atuacdo das células dendriticas e com anticorpo para
Her2/neu. A andlise dos marcadores foi realizada tanto na populagéo total quanto apenas
nas células positivas para os dois corantes celulares ou os dois marcadores de
membrana especificos descritos no item 3.7, excluindo da analise as células que néo

tenham fundido, ou os hibridos que ndo foram formados entre os dois tipos celulares.

3.10 Ensaio de proliferagdo de linfécitos T

A obtencéo de linfécitos T purificados foi feita utilizando-se selecdo negativa com
beads magnéticas (Miltenyi Biotec), conforme protocolo descrito pelo fabricante.
Linfocitos T autélogos ou alogeneicos as células dendriticas utilizadas para formacao dos
hibridos com células tumorais foram ressuspendidos em PBS com 0,5% de soroalbumina
bovina pré-aquecido ajustando-se a concentracéo para 1x10’ células/mL. Para cada mL
de células, adicionou-se 2 puL de CFSE 5 mM, incubando-se a mistura por 10 min a 37 °C
no escuro. Em seguida, a amostra foi diluida adicionando-se 5 mL de R-10 gelado. O
tubo foi, entdo, incubado no gelo por 5 min. Em seguida, as células foram lavadas duas
vezes com R-10 a 800 g por 7 min, e ressuspendidas em R-10 na concentracdo a ser
usada na co-cultura.

Os linfocitos T marcados foram, entéo, co-cultivados por 5 dias, na proporcao de
10:1, com os hibridos de células dendriticas e células tumorais, previamente irradiados
ou ndo com 200 Gy, em placas de 96 pocgos, fundo em U. Ao término da cultura a

diluicdo do CFSE foi avaliada por citometria de fluxo.
3.11 Sensibilizag&o de linfécitos T em macroculturas
Células ndo aderentes autdlogas as células dendriticas utilizadas para formacao

dos hibridos com células tumorais foram plagueadas em placas de 24 pocos, na

proporcdo de 10:1, com 2x10° hibridos de células dendriticas e células da linhagem
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MDA-MB-231 irradiados com 200 Gy. O meio de cultura R-10 foi suplementado no dia
zero da cultura com IL-7 (5 ng/mL). Ao segundo e quinto dia de cultura, o meio foi
trocado por R-10 suplementado com IL-7 (5 ng/mL) e IL-2 (0,5 ng/mL). Apos 7 dias de
cultura, os linfocitos T foram retirados, contatos e reestimulados com hibridos de células
dendriticas e células tumorais, mantendo-se a proporcao de 10:1. O segundo estimulo foi
feito com hibridos que foram gerados a partir de DCs do mesmo doador, que foram
descongeladas e fundidas com células tumorais no dia do reestimulo, e irradiadas com
200 Gy. O meio foi suplementado com IL-7 e IL-2 da mesma maneira como foi feito no
primeiro estimulo. Apoés 7 dias do reestimulo, as células foram retiradas da cultura e os
linfocitos T foram purificados para serem utilizados no ensaio de citotoxicidade.

3.12 Ensaio de citotoxicidade

Diferentes concentracdes de linfécitos T, purificados do ensaio de sensibilizacdo
em macrocultura, foram colocados em contato com células tumorais alvo em tubos de
1,5 mL. Os tubos foram centrifugados por 10 s a 13000 rpm e mantidos em estufa de
CO, a 37 °C por 4h. Apéds a incubacao, as células foram marcadas com Her2/neu, iodeto
de propidio (PI) e anexina V. A leitura foi feita imediatamente apés a marcacdo no
citbmetro FACSCalibur.

A analise da citotoxicidade foi feita analisando a porcentagem de células positivas
para Pl dentro das células positivas para Her2/neu, excluindo, assim, as células efetoras
da analise. A marcacdo com anexina V nao foi utilizada na analise, uma vez que as
células tumorais, por apresentarem fosfatidilserina na parte externa da membrana,
marcaram para anexina V mesmo na auséncia de morte. A leitura do PI foi feita pelo
canal FL3 do citbmetro de fluxo, diminuindo a possivel interferéncia com o fluorocromo
FITC que estava conjugado a anexina V. A porcentagem de citotoxicidade foi

determinada pela férmula:

% de células alvo PI positivas — % de morte esponanea

% de citotoxicidade = ( ) * 100

100 — % de morte espontanea

sendo que a morte espontanea foi aquela observada na auséncia de células efetoras.
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3.13 Analise fenotipica de linfécitos T

Os seguintes marcadores foram avaliados nos linfécitos sensibilizados no ensaio
de macrocultura: CD3 (marcador especifico de linfocitos T), CD4 (subpopulacdo de
linfécitos T), CD8 (subpopulacéo de linfocitos T), CD25 (cadeia alfa do receptor da IL-2),
CD45RA (linfécitos T naive), CD45RO (linfécitos T de memadria) e PD-1 (receptor que
regula negativamente a ativacao de linfocitos T), CD62L (L-selectina; responsavel pelo
direcionamento de linfécitos T naive para os linfonodos), CD69 (molécula co-
estimuladora; uma das primeiras moléculas a ser expressa apés ativacao dos linfocitos
T) e CD38 (molécula multifuncional expressa em timdcitos e linfécitos T ativados). A

marcacao para essas moléculas foi feita como descrito no item 3.3.

3.14 Marcacao intracelular para analise de fatores de transcricao linfocitarios

ApOs a marcagdo com 0s anticorpos para moléculas de superficie, os linfécitos
obtidos do ensaio de sensibilizacdo em macrocultura foram permeabilizados e marcados
com anticorpos para os fatores de transcricdo especificos de cada subtipo efetor e
regulador de células T CD4".

As células foram centrifugadas a 13000 rpm por 20 s e ressuspendidas em 300 pL
de solucdo permeabilizadora/fixadora diluida 1:4 (eBioscience, San Diego, CA, EUA) e
incubadas por 30 minutos a 4 °C no escuro. Apos a incubacéao, as células foram lavadas
duas vezes com 300 pL de tampdao para lavagem (SFB diluido em agua Milli-Q) sendo
centrifugadas a 13000 rpm por 20 segundos. Os linfocitos foram, entdo, incubados por 30
min a temperatura ambiente com a quantidade adequada dos anticorpos para os fatores
de transcrigcdo Foxp3 (Treg), T-bet (Th1l), GATA-3 (Th2), RORyt (Th17) e para os isotipos
controle. As células foram, entdo, lavadas por mais duas vezes, ressuspendidas em
tampéao para citometria, e lidas imediatamente apds a marcacdo no citbmetro de fluxo.
Foram consideradas positivas as marca¢fes que foram superiores a obtida com os

respectivos anticorpos de isotipo controle.
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3.15 Analise de producao de citocinas soluveis por CBA

O tipo e a quantidade das citocinas produzidas nos ensaios de proliferacdo e
sensibilizacdo em macrocultura foram avaliados pela técnica de CBA (do inglés,
Cytometric Bead Array), segundo orientagdes do fabricante (BD Bioscience). Para tal, as
beads de captura foram misturadas com anticorpos de deteccdo conjugados com
ficoeritrina (PE), sendo incubados com o sobrenadante obtido dos ensaios para formacao
dos complexos. Os dados foram obtidos por citometria de fluxo e analisados com

software FCAP Array (BD Bioscience).
3.16 Sensibilizac&o de linfécitos T CD8" em microculturas

A estimulacdo de linfécitos T CD8" foi feita conforme previamente descrito
(SUNDARASETTY, SINGH, et al., 2013). Linfocitos T CD8" foram purificados das células
CD14 obtidas apos isolamento dos mondcitos utilizando microbeads (Miltenyi Biotec). A
fracdo CD8 obtida ap6s esse isolamento foi utilizada com células alimentadoras (do
inglés, feeder cells) ap6s serem gama-irradiadas com 45 Gy. Para cada poco da placa de
96 pocos com fundo em U, 1x10° linfécitos T CD8*, 1x10* hibridos de células tumorais
KA2 (K562 expressando HLA-A2) e células dendriticas, e 2x10° feeder cells foram
plaqueados em um volume final de 200 yuL de meio X-VIVO (Lonza) suplementado com
5% de soro humano AB. O meio foi também suplementado com IL-2 (25 IU /mL), IL-7 (5
ng/mL), e IL-15 (5 ng/mL), sendo reposto a cada dois dias. As células foram mantidas em
estufa com 5% de CO, e 37 °C por 12 dias, sendo reestimuladas em uma placa de 96
pocos com fundo chato apds 7 dias, com o numero apropriado de hibridos de células
dendriticas e células tumorais, recém preparados e irradiados, mantendo a proporcao de
10:1.

3.17 Analise da especificidade de linfécitos T CD8 utilizando pentameros

Linfécitos T (4x10° células por teste) obtidos do ensaio de sensibilizacdo em

microcultura foram marcados com um pentamero de HLA-A02 especifico para pp65
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(NLVPMVATYV), um pentamero de HLA-BO7 especifico para pp65 (TPRVTGGGAM) ou
um pentamero inespecifico por 30 min no escuto a 4 °C em 50 pL de PBS suplementado
com 0.5% de soroalbumina bovina. Os linfocitos T também foram marcados com
anticorpos CD8 conjugados com FITC e CD3 conjugados com PeCy7. As células foram
lavadas com PBS suplementado com 0.5% de soroalbumina bovina, ressuspendidas no
mesmo tampdo e mantidas no gelo até a aquisicdo. A andlise foi feita delimitando,
consecutivamente, as células Unicas (singlets), células vivas, células CD3* CD8" e entdo

analisando a porcentagem de células CD8" que se ligaram ao pentamero (Figura 2).
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Figura 2 — Estratégia de anélise da marcagdo com pentameros. Primeiramente 0os
singlets foram delimitados, excluindo-se os doublets da anélise. Em seguida, foi feito um
gate no tamanho e granulosidade caracteristico de linfécitos vivos. Dentro das células
vivas, selecionaram-se aquelas duplo-positivas para CD3 e CD8. Por fim, a porcentagem
de células positivas para o tetrAmero foi determinada entre as células positivas para
CDS8.

3.18 ELISPOT

A capacidade dos linfocitos T CD8" sensibilizados no ensaio de microcultura em
produzir IFN-y apés um estimulo especifico foi testada incubando-se essas células com
células KA2, KA2/pp65 ou pp65 pepmix (uma mistura de peptideos gerada a partir da
clivagem da proteina pp65). Como controle negativo, as células foram incubadas sem
nenhum outro estimulo, e como controle positivo foram incubadas com CEF, uma mistura
de peptideos contendo 32 epitopos restritos pelas moléculas de classe | do MHC e
especificos para trés diferentes virus: citomegalovirus humano, virus Epstein-Barr e
influenza. 2,5x10* células T foram misturadas com 5x10° células alvo por poco e

incubadas por 20 horas em estufa a 37 °C e 5% CO,. Ap0s incubacéo, as células foram
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descartadas e as placas foram incubadas com anticorpo anti IFN-y conjugado com
biotina. As placas foram desenvolvidas utilizando substrato liquido NBT/BCIP (Sigma),
analisadas em um leitor de ELISPOT (CTL Immunospot analyzer) e quantificadas com o
Software ImmunoSpot® (CTL-Europe GmbH).

3.19 Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi feita com 2 a 10 x 10° células tumorais, utilizando-se ou a
técnica de extracao por Trizol, ou um kit de extracdo comercial da Quiagen (RNeasy Plus
Mini Kit). A extracdo com Kkit, que consiste em uma etapa de eliminacdo de DNA
gendmico seguida da separagcédo do RNA total, foi feita conforme protocolo do fabricante.

A extracdo por trizol foi feita adicionando-se ao tubo com as células 1 mL de
Trizol® (Invitrogen) e ressuspendendo as células vigorosamente com auxilio de pipeta. As
amostras foram, em seguida, incubadas por 5 min a temperatura ambiente para a
completa dissociagcdo dos complexos nucleoprotéicos. Em seguida, 200 pL de
cloroférmio foram adicionados a cada amostra. Os tubos foram agitados manualmente de
forma vigorosa por 15 seg, sendo posteriormente incubados de 2 a 3 min a temperatura
ambiente. ApoOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12000 g por 15 min a
4 °C. Apés centrifugacdo, observou-se a formacédo de uma fase aquosa incolor na parte
superior do liquido que foi transferida para outro tubo, uma vez que € nessa camada que
se encontra 0 RNA. O RNA foi precipitado adicionando-se 500 pL de alcool isopropilico
no tubo e o incubado por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido e o
sedimento lavado com 1 mL de etanol a 75% em agua DEPC, sendo centrifugado a
7500 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi novamente removido e as amostras foram
mantidas em temperatura ambiente até completa evaporacdo do etanol. Por fim, o RNA
foi dissolvido em dgua DEPC sendo armazenado a -80 °C para posterior utilizagao.

O RNA total obtido pelos dois métodos foi quantificado pelo espectrofotbmetro
NanoDrop ND-1000 e a integridade do RNA extraido foi avaliada através de uma

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
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(Biotium). A observacdo de duas bandas fortes correspondentes aos RNAs das
subunidades ribossomais 18S e 28S confirma a integridade do RNA (Figura 3).

285 | L

185—

Figura 3 — Fotografia da eletroforese em gel de agarose do produto de extracédo de
RNA total. O produto de extracdo de RNA de células tumorais foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, onde se evidenciou o padrao de migracdo do RNA
das subunidades ribossomais 18S e 28S.

3.20 Transfeccao de linhagens tumorais com mRNA tumoral

As linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 foram submetidas a um processo
de transfeccdo reversa com diferentes agentes de transfeccéo lipidicos. As melhores
condi¢cBes de transfeccédo foram testadas adicionando ao mRNA tumoral, 10% de mRNA
gue codifica a proteina verde fluorescente (GFP).

Para cada grupo, 5 YL do agente de transfeccdo — na maioria dos casos a
Lipoanfectamina (Lipofectamine® 2000, Invitrogen) — foram diluidos em 95 puL de meio
Opti-MEM® (Invitrogen) e 1 a 2,5 ug de RNA foram diluidos em 100 puL de Opti-MEM.
Entdo, as duas solu¢des foram misturadas, incubadas a temperatura ambiente por 30
min e colocadas em placas de 6 pogos. As células tumorais foram retiradas das garrafas
de cultura e ressuspendidas em RPMI-1640. Para cada tratamento, 5x10° células (que
foram ressuspendidas em 1,3 mL de meio) foram colocadas na placa de 6 pocos tratada
previamente com 200 pL do complexo lipidico. Quatro horas apds a transfeccdo, as

células tiveram seu meio trocado por R-10.
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3.21 Transcricéao reversa (RT-PCR) para deteccédo de sequéncias especificas

Para deteccao de sequéncias especificas por PCR e qPCR é necessario apenas a
transcricdo reversa da fita complementar do mRNA, formando assim, moléculas de
MRNA/cDNA dupla fita, que sdo passiveis de amplificacdo por esses métodos.

Para gerar o duplex, 1 pg de RNA foi diluido para um volume final de 11 uL e
incubado com 1 pL de primer oligo-dTig (50 pM, Invitrogen) a 70 °C por 3 min para
anelamento. Em seguida, com a temperatura em 4 °C, adicionou-se uma mistura
contendo 1 pL de DTT (0,1 M), 2 pL de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen), 1 pL da enzima
SuperScript® Ill Reverse Transcriptase (200 UALL, Invitrogen) e 4 pL de seu tampé&o 5x.

A extensao foi feita a 42 °C por 60 min e a reacao foi inativada a 92 °C por 10 min.

3.22 Desenho dos primers usados nas reacdes de PCR e gPCR

Tabela 2 — Sequéncias dos primers para PCR e qPCR. Sequéncias dos primers
forward (F) e reverse (R) e numeros de identificacdo das sequéncias de cDNA do banco
de dados do NCBI que foram utilizadas para o desenho dos primers.

Gene Sequéncia # NCBI

B2-microglobulina F5- GAGGCTATCCAGCGTACTCCA -3 NM_004048.2
R5- CGGCAGGCATACTCATCTTTT -3’

HLA-DR F5- GGTGGAGCACTGGGGCTTGG -3 NM_019111.3
R5- ACAGAGGCCCCCTGCGTTCT -3’

HLA-A F5- GATTACATCGCCTTGAACGAGG -3 NM_002116.7
R5- AGAGACAGCGTGGTGAGTCAT -3

Her2/neu (ERBB2) F5- TGCAGGGAAACCTGGAACTC -3’ NM_001005862.1
R5- ACAGGGGTGGTATTGTTCAGC -3

Era F5- CCCACTCAACAGCGTGTCTC -3 NM_001122741.1
RS- CGTCGATTATCTGAATTTGGCCT -3

PR F5- ACCCGCCCTATCTCAACTACC -3 NM_000926
R5’- AGGACACCATAATGACAGCCT -3

B-actina F5- ACGAAACTACCTTCAACTCCATCAT -3 NM_001101.3

R5- ATGATCTTGATCTTCATTGTGCTG-3’
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Os primers foram desenhados com base em sequéncias de referéncia
depositadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e sua especificidade foi testada com
um software de PCR in silico (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) (Tabela 2).

E importante observar que os primers para a molécula HLA-DR, que é composta
por duas cadeias, amplificam a cadeia alfa da proteina. Os primers para Her2/neu foram
desenhados para amplificar uma regido idéntica das duas isoformas do receptor. Os
primers para o receptor de estrogeno (ER) amplificam apenas a isoforma alfa desse
receptor. Os primers para o receptor de progesterona (PR) foram desenhados para

amplificar uma regido idéntica das variantes transcricionais A, B e D do receptor.

3.23 PCR convencional

Para cada reacdo de PCR, foi feita uma mistura (25 uL) consistindo de: 2,5 uL do
tampao (10X), 0,75 pyL de MgCl, (50 mM), 2,0 uL de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen), 1,25
ML de cada primer (10 pmol/uL), 0,2 yL da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (5
U/uL) e 1 puL do cDNA. A reacdo foi realizada no termociclador utilizando uma
desnaturacao inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por
45 s, anelamento a 60 °C por 30 s extensao a 72 °C por 60 s, com uma extensao final a
72 °C por 10 min. Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,5%

dTM

corado com GelRe Nucleic Acid Gel Stain com o produto da PCR, visualizando-se a

presenca ou auséncia da banda correspondente ao produto esperado.

3.24 PCR em tempo real (QPCR)

Para a reagéo de PCR em tempo real (qQPCR) utilizou-se o kit SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). A reacdo de gPCR foi padronizada para os primers
descritos na Tabela 2, garantindo a amplificacdo especifica do produto de interesse,
conforme observado pelas curvas de dissociagao de cada um dos genes (Figura 4).

Cada reagédo (12,5 pL) foi composta por 6,25 pL de SYBR, 4,5 uyL de agua
ultrapura, 0,375 pL de cada primer (10 pmol/uL) e 1 yL de cDNA. As condigbes para a

reacdo foram: 95 °C por 10 min para a ativacdo da enzima AmpliTag Gold DNA
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Polimerase presente no SYBR mix, 40 ciclos de desnaturagcdo a 95 °C por 15 s,
anelamento e extensao a 60 °C por 1 min, seguido da curva de dissociacao (95 °C por 1
min, 60 °C por 30 s e 95 °C por 30 s). A reacdo de qPCR foi realizada no equipamento
Stratagene Mx3000P QPCR System utilizando o software MxPro™ 3.0.
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Figura 4 — Especificidade da reacdo de PCR em tempo real. Curvas de dissociacao
do produto da reacdo de PCR em tempo real com pares de primers especificos para
amplificar (A) HLA-DR , (B) HLA-A, (C) B2-microglobulina, (D) Her2/neu, (E) ER e (F) PR.

A expressao relativa dos genes alvos foi analisada pelo método do 222°T (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). Segundo este método, deve-se subtrair o Ct (Threshold cicle) da
amostra de interesse pelo Ct do gene constitutivo dessa mesma amostra, no caso,
B-actina, dando origem a um valor de ACt. Em seguida, calcula-se o AACt, que trata da
diferenga entre o valor de ACt de uma amostra em questdo e o ACt de uma amostra
calibradora, a partir da qual todas as amostras fardo referéncia. Por fim, calcula-se o
valor de 2*°°" obtendo-se, assim, a expressdo relativa do gene de interesse. Este
método parte do principio de que a eficiéncia da reacdo de amplificacdo do gene alvo &
igual & do gene constitutivo, ambas proximas de 100%. O teste de eficiéncia de
amplificacéo foi feito para todos os primers usados e, ap0s constatacdo de eficiéncias

acima de 90%, foi possivel eleger esse método de analise.
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3.25 Transcrigéo reversa (RT-PCR) e amplificagdo do RNA total via PCR

A reacdo de transcricdo reversa deve ser feita de modo a formar cDNAs de
comprimento completo, uma vez que a perda de parte da sequéncia do mRNA, mesmo
em regides nao traduzidas (UTR; do inglés, untranslated region), pode interferir no
processo de tradugdo que se espera ocorrer in vivo. Sendo assim, para sintetizar a
primeira fita do cDNA, foi usado um primer composto de um oligonucleotideo de
desoxitiminas (oligo-dT), que é capaz de se anelar a cauda poli-A dos mMRNAs, com uma
sequéncia adicional (3’ PCR). A segunda fita foi sintetizada levando-se em consideracao
gue a transcriptase reversa adiciona trés ou quatro residuos de desoxicitidina (dC) na
extremidade 5 do cDNA. Sendo assim, para extensao da segunda fita do cDNA, utilizou-
se um primer que contém uma pequena sequéncia de desoxiguanosina (dG) e a

sequéncia complementar do sitio promotor de T7 (Figura 5, Tabela 3).

Tabela 3 — Sequéncia dos primers que foram usados para producédo e amplificacéo
do cDNA a partir do mRNA tumoral total. V=G,AouC.N=G, T,AouC.

Primer Sequéncia

oligo-dT modificado 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30VN-3’
T7 modificado 5-CTAATACGACTCACTATAGGGCGGG-3

T7 PCR 5-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3

3’ PCR 5- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3

Para obtencao da primeira fita do cDNA, 1000 ng do RNA total foram submetidas
a transcricao reversa com 10 pmol do primer oligo-dT modificado (IDT — Integrated DNA
Technologies, Coralville, IA, USA) e 4 pL de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen) em um volume
final de reacéo de 20 ul. Essa mistura foi incubada a 70 °C por 15 min, sendo em seguida
refrigerada a 4 °C por 5 min. Durante esse periodo foi adicionada uma mistura contendo
200 unidades da enzima de transcricdo reversa SuperScript 11l (Invitrogen), 4 pL do seu
tampéo 5x, 1 uL de DTT 0,1 M (Invitrogen), e 40 unidades de RNAse OUT (Invitrogen).
Em seguida, a reacéo foi mantida a 25 °C por 5 min, e depois por mais 1 hora a 42 °C.

Apols esse tempo de reacédo, para obtencdo da fita complementar, foram adicionados 10
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pmol do primer T7 modificado (IDT, San Jose, CA, EUA) e a reagéo foi mantida por mais
1 hora a 42 °C. A inativacao da reacéo foi feita a 70 °C por 15 min.

A Transcrigdo reversa do mRNA B Amplificagdo do cDNA
mRNA * AAAAA¥ >[I }FGGG AAAAA = ¥
STITIT 1 . CCC TTTTT 1,
Primer oligo-dT
Transcrigao reversa l modificado l
5 AAAAAY )
5 CCC et {1, °[7}Gee AAAAA —— ¥
Primer T7 l Primer 3’ PCR
modificado Primer T7 PCR +
> [z }+G6GG* * zta6Ga *
, CCC TITTT ], , CCC TTTTT ],
Transcrigdao reversal PCR l
> [T17}GGG AAAAA e ¥ Y[T77}GGG AAAAA ¥
, CCC TTTTT ], 3 ccc TTTTT 4 ]«

Figura 5 — Esquema do método de amplificacdo do mRNA. (A) O RNA extraido foi
submetido a transcri¢cdo reversa com uma enzima que adiciona trés ou quatro residuos
de C no final da fita nascente, usando como primer um oligonucleotideo contendo
residuos de T e uma sequencia de 23 nucleotideos necessaria para a amplificacao
(oligo-dT modificado). Um segundo oligonucleotideo contendo a sequencia
complementar do promotor T7 e 3 residuos de G (primer T7 modificado) foi usada para
produzir a segunda fita do cDNA. (B) Para amplificar o cDNA foi usada uma enzima de
alta fidelidade, o primer 3’ que anela na regido acrescentada pelo oligo-dT modificado e o
primer T7 que se anela na regido acrescentada pelo primer T7 modificado.

A amplificacdo do cDNA foi feita pela adicdo de 2 ul do produto da reacgéao de
transcricéo reversa em 50 pl de volume final da reacdo de PCR contendo 20 pmol dos
primers T7 PCR e 3’ PCR (IDT). As condi¢cbes de amplificacdo foram adaptadas para a
enzima Taq High Fidelity DNA polymerase (Invitrogen) com adicdo de 2,5 unidades da
enzima com 5 pL do seu tampao 10x, 4 uL de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen) e 1,5 uL de

MgCl, para uma concentragéo final de 1,5 mM.
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A reacdao foi realizada mantendo a amostra por 2 min de desnaturacao inicial a
94 °C e 35 ciclos de 94 °C por 30 s para desnaturagdo, 60 °C por 30 s para anelamento,
e 68 °C por 3 min para extens&o. A inativacédo da reacéao foi feita a 72 °C por 10 minutos.

A reacdo de PCR foi alterada apds constatacdo de que o RNA néo estava sendo
amplificado em sua integridade. As condi¢des de ciclagem alteradas consistiram de uma
desnaturacao inicial a 95 °C por 1 min e 18 ciclos de 95 °C por 30 s para desnaturacao,
65 °C por 30 s para anelamento, e 68 °C por 6 min para extensdo. No final, a reacéo foi

mantida por mais 7 min a 68 °C.

3.26 Transcricao in vitro do cDNA total amplificado

A transcricao in vitro foi feita com a enzima T7 RNA polimerase, sendo realizada a
adicdo do Cap 5’ na porgéo inicial do mRNA (Figura 6).

Para reacdo de transcricdo in vitro foram usados 1 pug do produto de amplificacédo
do cDNA total, ATP, CTP e UTP para uma concentracéo final de 0,4 mM, GTP para uma
concentracdo final de 0,04 mM, 2,5 pL da estrutura andloga do Cap a 10 mM
(7TmG(ppp)G RNA Cap Structure Analog, New England BioLabs, Ipswich, MA, EUA), DTT
(Invitrogen) para uma concentracao final de 5 mM, 50 unidades do Inibidor de RNAse (40
U/uL, New England BioLabs) e 30 unidades da enzima T7 RNA Polimerase (50 U/uL,
Invitrogen) com seu tampdo na concentragdo final 1x, completando-se o volume da
reacdo para 50 pL com &gua tratada com DEPC. A reacdo foi incubada a uma
temperatura de 37 °C por 120 min, adicionando-se, apés 30 min de reacao, 5 pL de GTP
a 10 mM e, ap6s 60 min de reacdo, 10 U da enzima T7 RNA Polimerase. Por fim, foi feita
uma incubagéo de 20 min a -20 °C para interromper a reagao.

Uma modificacdo do protocolo foi feita, passando a se usar o mMMESSAGE
MMACHINE® T7 Transcription Kit (Invitrogen) para realizar a reacdo de transcrigdo. A
reacao foi feita adicionando-se a 200 ng de produto da PCR, 10 pL de NTP/CAP, 2 uL de
10x Reaction Buffer, 2 uL de Enzime mix, completando-se o volume para 20 uL com
agua livre de nucleases. A reacéo foi mantida por 2 horas a 37 °C, sendo 1 pL de GTP

adicionado apds os primeiros 30 min.
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O RNA obtido pela reagcdo com o kit foi purificado via precipitagdo com cloreto de
litio. Adicionou-se 20 pL da solucdo de LiCl e 20 yL de agua a 10 pL do produto da
amplificacdo, incubando a mistura no freezer por 30 min. Em seguida, o tubo foi
centrifugado, sendo o pellet contendo o RNA lavado uma vez com 70% etanol e

ressuspendido em agua ultrapura.
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Figura 6 — Esquema do método de transcrigcédo in vitro do cDNA. As duas fitas do
cDNA sao desnaturadas e a enzima T7 RNA polimerase transcreve o RNA usando como
molde a fita 3'— 5’, gerando uma fita de mMRNA com sequéncia idéntica a do mRNA
original. Uma estrutura analoga ao Cap é adicionada na extremidade 5do mRNA recém
sintetizado.

3.27 Tratamento com DNAse

Para tratamento com DNAse, 1000 ng de acidos nucleicos foram adicionados a
uma solucdo com volume final de 10 pL contendo 1 unidade da enzima DNAse

(Promega, Fitchburg, WI, EUA) e 1 pL do seu tampéo 10x. A reacgao foi mantida por 30
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min a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 1 pL de STOP Solution, incubando a amostra por

mais 10 min a 65 °C para interromper a reacao.
3.28 Recuperacao de cDNA presente em gel de agarose

Os cDNAs de interesse presentes em fragmentos de gel de agarose foram
recuperados com o kit PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em suma, os fragmentos foram solubilizados a 50 °C com
tampao de solubilizacdo de gel, sendo o liquido obtido centrifugado sob uma coluna de
extracdo de DNA, que posteriormente foi lavada e teve seu cDNA eluido com um tampéao

de eluicdo.
3.29 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica entre monocitos, iDCs e mDCs e entre células
separadas, misturadas e fusdo foi feito um teste Kolmogorov-Smirnov para testar se as
amostras apresentavam distribuicdo normal (Gaussiana). Para amostras com distribuicao
normal, foi utilizado o teste de variancia ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Quando as
amostras ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Walis com pdés-teste Dunns. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p for menor ou igual a 0,05 (* p< 0,05; ** p< 0,01;
*** p< 0,0001) nos resultados analisados. A anadlise estatistica e os graficos
apresentados foram gerados com auxilio do software GraphPad Prisma versao 5 para

Windows.
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4.1Fenétipo celular durante a diferenciacdo de células dendriticas a partir de

monocitos

Para determinar se a diferenciacéo e maturacéo das células dendriticas ocorreram
como esperado, células do dia 0 (mondcitos), 5 (iDCs) e 7 (mDCs) de cultura (Figura 7)
tiveram seu fenotipo de membrana analisado. Dois parametros foram analisados: a
guantidade de células que expressavam cada marcador (porcentagem de células
positivas) e a quantidade relativa de moléculas na superficie das células (intensidade

relativa de fluorescéncia, RFI) (Figura 8).

Mondcitos

Figura 7 — Morfologia das células durante diferenciacdo de mondocitos em
DCs. Fotos das células apds 0 (mondcitos), 5 (iDCs) ou 7 dias (mDCs) do inicio da
cultura de diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas.

A quantidade de células positivas para CD14 caiu drasticamente durante a
diferenciacdo, o que indica que o0 processo ocorreu como esperado, uma vez que CD14
€ expresso em monaocitos, mas apresenta baixa expressdo em células dendriticas. As
células obtidas mantém o fenétipo de APC profissional, dado que a expressao de
HLA-DR foi mantida em todas as células durante a diferenciacdo. Porém, a quantidade
de moléculas de HLA-ABC nas células diminuiu significativamente nas DCs. A expressao
de CCR7 também teve um comportamento atipico, uma vez que nao aumentou apés a
ativacao, apresentando, ao contrario, uma tendéncia de queda.

Com relacdo as moléculas de co-estimulo CD80, CD86 e CD40, podemos
observar um aumento em sua quantidade na superficie das mDCs quando comparada
com as IDCs e os mondcitos. A porcentagem de células positivas para CD86 foi alta

durante toda a diferenciacéo, diminuindo no estado de iDC, mas, voltando a aumentar na
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mDC. Por outro lado, a quantidade de células expressando CD80 e CD40 aumentou
gradativamente durante a cultura, sendo que, no ultimo dia da cultura, quase a totalidade
das células expressaram tais marcadores. A molécula CD274 (PD-L1) é uma molécula
reguladora da resposta e também teve sua expressdo aumentada, o que era esperado,
uma vez que moléculas de regulagdo tendem a ter sua expressdo aumentada quando a
célula é ativada.

A ativacéo das iDCs com TNF-a teve o efeito esperado, uma vez que induziu um
aumento da expressao de CD80, CD86 e CD40, além de aumentar significativamente a

expressdo do marcador de células dendriticas maduras, CD83.
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Figura 8 — Fendtipo celular durante a diferenciacdo de mondcitos em mDCs. (A)
Porcentagem de células positivas e (B) intensidade relativa de fluorescéncia (RFI) de
moléculas de superficie em mondcitos, IDCs e mDCs (n=5; * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 em relagdo ao mondcito; + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001 em relacdo a iDC).

Portanto, de modo geral, as células dendriticas diferenciadas a partir de mondcitos
tiveram um fenétipo satisfatério e condizente com o esperado, expressando moléculas de

apresentacao de antigenos e de co-estimulacao.
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4.2Fenotipo das linhagens de cancer de mama
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Figura 9 — Fendétipo das linhagens de cancer de mama. Avaliacdo da expressao de
Her2/neu, HLA-DR e HLA-ABC por citometria de fluxo nas linhagens (A) SK-BR-3. (B)
MCF-7. (C) MDA-MB-231. (D) MDA-MB-435. (E) MDA-MB-436. (F) Fotos de uma cultura
confluente de cada uma das linhagens de cancer de mama.
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Dado que as células dendriticas foram diferenciadas corretamente, o proximo
passo foi avaliar o fen6tipo das linhagens celulares de cancer de mama a serem usadas
no projeto. A expressdo de Her2/neu, de uma das moléculas de classe Il do MHC
(HLA-DR) e das moléculas de classe | do MHC (HLA-ABC) foi avaliada nas linhagens por
citometria de fluxo, desconsiderando-se os debris celulares e as células mortas (através
do uso do Live/Dead) (Figura 9).

Observou-se a expressao de Her2/neu por mais de 80% das células de todas as
linhagens, porém, a quantidade de moléculas de Her2/neu em cada célula da linhagem
SK-BR-3 foi muito maior do que a observada nas outras linhagens.

Mais de 90% das células das linhagens SK-BR-3, MDA-MB-436 e MCF-7 nao
apresentaram expressdo de HLA-DR. Foi detectada a expressdo heterogénea de
HLA-DR nas células das linhagens MDA-MB-231 e MDA-MB-435, com algumas células
apresentando expressao elevada e outras expressao baixa.

A Unica linhagem que ndo apresentou expressdo de HLA-ABC foi a SK-BR-3, o
que a tornaria “invisivel” aos linfocitos T CD8" e, portanto, possivelmente resistente a
morte induzida pelos linfécitos T CD8" citotoxicos.

Escolheu-se entdo, como células doadoras de mRNA, as células da linhagem
SK-BR-3, uma vez que essa foi a Unica linhagem que apresentou superexpressdo de
Her2/neu. Assim, seria esperado que a transferéncia do mRNA dessas células para
gualquer uma das células das outras linhagens gerasse um aumento de Her2/neu na
linhagem receptora do mRNA. Desse modo, a eficiéncia da transfeccdo poderia ser
detectada através desse marcador de superficie. Como célula receptora do mRNA foi
escolhida a linhagem MDA-MB-231, por ser, de todas as linhagens disponiveis, a mais
potencialmente imunogénica, ou seja, a que mais expressa moléculas de classe | do
MHC.

4.3Analise da porcentagem de hibridos apo6s eletroporacéo

Em seguida, avaliou-se a formacgédo de heterocarions entre as células dendriticas
diferenciadas de mondcitos e as células de linhagens tumorais. A porcentagem de

hibridos foi avaliada em duas condicbes de fusdo diferentes (ver 3.6) através da
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porcentagem de células positivas para os corantes Violet e Green, que foram usados
para corar previamente cada um dos tipos celulares. O segundo protocolo se mostrou
mais eficiente, sendo o usado nos proximos experimentos (Figura 10). Intrigantemente, o
grupo contendo a mistura das células dos dois tipos celulares sem, porém, terem sido

eletroporadas (MIX) gerou uma quantidade elevada de células duplo-positivas.
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Figura 10 — Marcacéo dos corantes Green e Violet apds dois processos distintos
de fusdo. Grafico de pontos mostrando a expressado de Green e Violet em células da
linhagem MDA-MB-231 e mDCs separadas, misturadas (MIX), ou fundidas por dois
métodos diferentes de eletroporacéo (Fuséo 1 e Fuséo 2).
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Figura 11 — Analise da dupla-positividade na mistura de mDCs e MDA-MB-231.
Gréfico de pontos mostrando a marcacao dos corantes Violet e Green em mDCs e MDA-
MB-231 que (A) ficaram interagindo por 1 h antes de serem fixadas, (B) que foram
fixadas imediatamente apds serem misturadas ou (C) foram fixadas antes de serem
misturadas. (D) Histograma da intensidade de fluorescéncia do Violet em células
misturadas e fixadas ap6s 1 h. (E) Fotos de microscopia de fluorescéncia de mDCs e
MDA-MB-231 que foram misturadas fixadas apos 1 h.
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Para avaliar o motivo da grande quantidade de células duplo-positivas no MIX, foi
feito um experimento onde mDCs e células da linhagem MDA-MB-231 interagiram por
diferentes tempos, sendo, em seguida, fixadas e lidas no citbmetro de fluxo para
avaliacdo da porcentagem de células duplo-positivas. Foi possivel observar que, quanto
maior o tempo de interacdo, maior era a quantidade de células duplo-positivas (Figura
11A-C). Além disso, as células duplo-positivas apresentaram uma intensidade de
fluorescéncia no violeta intermediaria entre as células marcadas com esse corante
(mDCs) e ndo marcadas (MDA-MB-231) (Figura 11D). Foi possivel observar também, por
microscopia de fluorescéncia, algumas células verdes (MDA-MB-231) que apresentavam
uma pequena regido marcada com violeta (Figura 11E). Esses dois dados corroboram a
hipétese de que as células tumorais, ao serem misturadas com mDCs, de alguma forma
incorporam parte da coloracdo das mDCs, processo que poderia ocorrer, por exemplo,
através da incorporacao de exossomos de mDCs pelas células tumorais. O processo de
eletroporacdo, a partir de entdo, comecou a ser feito a 4 °C, visando minimizar a
interacdo das células enquanto essas estivessem sendo fundidas, permitindo assim uma

leitura mais confiavel da quantidade de células hibridas obtidas.
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Figura 12 — Analise da porcentagem de hibridos utilizando diferentes combinac¢des
de corantes e marcadores de membrana. Andlise das células da linhagem MDA-MB-
231 e mDCs (A) misturadas ou (B) fundidas. Porcentagem de células duplo-positivas
obtidas analisando-se a marcacao de dois corantes celulares (Violet x Green), um
corante e um marcador de membrana (CD11c x Green / Violet x Her2) ou dois
marcadores de membrana (CD11c x Her2).
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Em seguida, a quantidade de células fundidas foi avaliada por dois diferentes
métodos (corantes e marcadores de membranas) visando descobrir qual era mais
confiavel para determinar a eficiéncia da fusdo. Ao contrario da marcacao com corantes,
foram encontradas poucas células duplo-positivas na mistura quando foram analisados
os marcadores de membrana (Figura 12). Sendo assim, optou-se por fazer a
determinacao da quantidade de hibridos utilizando-se os marcadores de membrana.
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Figura 13 — Analise da eficiéncia da fusao. (A) Porcentagem de células positivas para
CD11c e Her2/neu (n = 14; *** p < 0,001). (B) Fotos de células encontradas no grupo de células
eletroporadas.

Foi possivel observar que o método de eletroporagdo aumentou a porcentagem de
células duplo-positivas (Figura 13; Mix: 1.9 + 0.3; Fusédo: 16.4 + 2.8; p<0.0001; n=14).
Também foi possivel observar células com dois nucléolos (e as vezes até com dois
ndcleos distintos) no grupo de células que foram eletroporadas. Por microscopia de
fluorescéncia e confocal, observou-se que as células duplo-positivas presentes no grupo

de células eletroporadas apresentavam, em sua maioria, dois nucléolos (Figura 14).
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Figura 14 — Microscopia das células fundidas. Fotos obtidas por (A) microscopia de
fluorescéncia e (B) microscopia confocal de células marcadas com anticorpos para
moléculas de superficie e 0 marcador de nucleo DAPI. (C) Células duplo-positivas

presentes no grupo Fuséao.
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4 4Hibridos de DCs maduras e imaturas

Dois experimentos independentes foram feitos comparando-se a fusdo de células
tumorais com iDCs e com mDCs. A porcentagem de células duplo-positivas para CD11c
e Her2/neu foi avaliada apds a eletroporacdo de cada um dos grupos, revelando uma

maior quantidade de células hibridas nos grupos eletroporados com mDCs (Figura 15).
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Figura 15 — Porcentagem de hibridos de células tumorais com iDCs ou mDCs.
Porcentagem de células duplo-positivas para CD11c e Her2/neu na mistura de células
tumorais da linhagem MDA-MB-231 com iDCs (iMIX) ou mDCs (mMIX) e na fusédo de

células tumorais e iDCs (iFusdo) ou mDCs (mFusao) em dois experimentos
independentes.

Além da porcentagem de células positivas, avaliou-se também a intensidade de
expressdo de HLA-DR em cada um dos tipos celulares presentes na mistura de células

tumorais com DCs imaturas (iMIX) e DCs maduras (mMIX), além da fusdo obtida usando

iDCs (iFusdo) e mDCs (mFuséao) (Figura 16).
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Figura 16 — Quantidade de HLA-DR em cada tipo celular apés processo de
eletroporacéo. Intensidade mediana de fluorescéncia do HLA-DR em células
CD11c*Her2/neu (DCs), CD11cHer2/neu” (MDA-MB-231) e CD11c*Her2/neu” (Hibridos)
apos a mistura de células tumorais e iDCs (iMIX) ou mDCs (mMIX) ou eletroporacao das
MDA-MB-231 com iDCs (iFusdo) ou mDCs (mFuséao) (n=2).

Como esperado, as mDCs apresentaram maior MFI do que as iDCs, ndo havendo
diferengca se estas haviam sido misturadas com células tumorais ou até mesmo
eletroporadas. As células tumorais sozinhas apresentaram baixa expressado de HLA-DR,
sendo essa aumentada se essas células haviam sido misturadas com células dendriticas
maduras ou imaturas. Porém, a maior expressdo de HLA-DR nas células tumorais foi
encontrada no grupo dessas células que sofreu eletroporacdo com mDCs. Avaliando a
expressdo nos hibridos, foi possivel observar a mesma intensidade de HLA-DR nos
hibridos de iDCs e nas iDCs sozinhas, enquanto os hibridos de mDCs apresentaram
intensidade de HLA-DR ainda maior do que as mDCs sozinhas. Esses dados mostram
gue as ceélulas presentes no grupo de células tumorais eletroporadas com mDCs
expressam maior HLA-DR quando comparadas com a eletroporacdo com iDCs, tornando
essas células melhores apresentadoras de antigenos.

Sendo assim, os hibridos passaram a ser formados apenas por células dendriticas
maduras (mDCs). O proximo passo foi, entdo, avaliar o fendtipo de membrana dos

hibridos gerados com essas células.
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4.5Fenotipo de membrana dos hibridos

O nivel de expressao de diversos marcadores de células dendriticas foi avaliado
nas células que sofreram o processo de fusdo (Figura 17). As células misturadas e
eletroporadas (Fusdo), independente de apresentaram um fendtipo Her2® CD11c",
expressaram niveis equivalentes a mDC de CD80, CD40 e CD83. Por outro lado, apenas
as células misturadas e eletroporadas que tinham o fenétipo Her2* CD11c* (Fusdo™™)
apresentaram a mesma porcentagem de células positivas para HLA-DR e CD86

encontrada no grupo das mDCs.
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Figura 17 — Fenétipo das células que sofreram o processo da fuséo. (A)
porcentagem de células positivas e (B) intensidade relativa de fluorescéncia (RFI) de
moléculas de superficie em DCs, MDA-MB-231, células misturadas (MIX), células
eletroporadas (Fuséo) ou apenas as ceélulas eletroporadas que apresentam um fenotipo
Her2" CD11c" (Fusdo**) (CD80 e CD40: n = 4; CD86, CD83, HLA-DR: n=3; * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001).

A expressao de moléculas de HLA-ABC na superficie das células fundidas
mostrou-se significativamente maior do que no grupo de células misturadas e no grupo

das mDCs (Figura 18A). Para verificar se esse aumento de expressao era devido a uma
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co-expressdo de moléculas de HLA-ABC provenientes das células tumorais e das mDCs,
cada uma dessas células foram coradas, antes da eletroporagdo, com um anticorpo para
HLA-ABC com um fluorocromo diferente. O procedimento foi feito todo no gelo visando
minimizar ao maximo a dissociacdo do anticorpo e seu ligante. No grupo eletroporado, foi
possivel observar 11,93% de células positivas na fusdo, contra apenas 2,95% no MIX
(Figura 18B). Outro experimento mostrou que, dentre as células que eram CD1i1c’
Her2/neu®, 74,32% expressavam HLA-ABC proveniente das duas células, o que mostra
gue as células fundidas expressam moléculas de classe | do MHC provenientes de

ambas as células (Figura 18C).
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Figura 18 — Expressao de HLA-ABC nas células fundidas. (A) Intensidade mediana
de fluorescéncia (MFI) de HLA-ABC em células da linhagem MDA-MB-231, mDCs, uma
mistura dessas células (MIX) e células fundidas. (B) Células tumorais foram marcadas
com HLA-ABC FITC enquanto mDCs foram marcadas com HLA-ABC APC, sendo, em
seguidas, misturadas (MIX) e eletroporadas (Fuséo). (C) Analise da expresséo das duas
moléculas de HLA-ABC dentro das células duplo-positivas para CD11c e Her2/neu no
grupo fuséo.
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4.6Efeito dairradiacdo nas células

Durante um ensaio de co-cultura, a irradiacdo das células estimuladoras é
necessaria para parar a sua proliferacdo, principalmente no caso de estimulo com
células tumorais, para que essas ndo consumam todo o meio. Além disso, a irradiacao é
importante para parar a proliferagdo dos hibridos a serem utilizados para imunoterapia.
Porém, é necessario avaliar se as células irradiadas realmente pararam de proliferar e se
ha alguma alteracéo relevante em seu fendétipo.

As células MDA-MB-231 parecem ter parado de crescer apos irradiacdo com 200
Gy, uma vez que, enquanto as que nao foram irradiadas entraram em confluéncia apés 7
dias, as que foram irradiadas continuaram em uma pequena quantidade. Porém, nao foi
possivel avaliar a proliferacdo pela diluicio de CFSE, uma vez que as células néo
apresentaram um pico uniforme de marcacdo logo apds serem coradas (dados né&o
mostrados).

As células KA2 (K562 expressando HLA-A2) a serem usadas nos ensaios de
microcultura também parecem ter parado de proliferar, uma vez, que ap6s 10 dias da
irradiacdo com 40 Gy, o meio das células ndo havia sido consumido e, ao olhar sob o
microscopio, a quantidade de células no grupo irradiado era muito inferior ao encontrado

no grupo controle, sem irradiacdo (Figure 19).

células KA2 10 dias apos as células terem sido irradiadas com 40 Gy (esquerda) ou
mantidas sem irradiagéo (direita).
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Nao foi possivel observar diferengas nos marcadores de membrana CD80, CDA40,
CCR7, HLA-ABC e HLA-DR logo apés a irradiacdo (dados nao mostrados). A
porcentagem de células duplo-positivas no grupo da fusdo, porém, diminuiu ligeiramente

no grupo que foi irradiado em trés experimentos independentes (Figura 20).

A mDCs MDA-MB-231 MIX Fusao
i 0,00 1.34 T 95,57 0,16 »[B1.63 1,12 <PE=3 0.08
g 2
g 10! o 1ct w1t o dt
- 2| = 7 &= ¥ =
10 : 10 o *r" 3 ; 3 o —
@ 3 ' ﬁ'“—-@f. , 219 e
% { ﬁ % i R 9 o 72 )
g : g g o g
d : a 3 a3
12.37, 86,20 4.26 0,01 11,58 25,86 18,00 2381
Comp e A ||Er_'“!_.:‘ = Comg :"'J - II'U‘ o 0 ad i 1f 0 ¢ et WF
B Ca C Coic CompATCA CO1c CompATCA- CO11c CompATC A COT1C
- (0,00 1.54 . -
.1 _¢[fZT8 0.9 [0 177 s[@3E 8.41
[ 2 g 3
g 1ot o 1t :: vt Lj 1at
a < vf 3 >y Vn i{ 1:
:’: 10° = 3 10 ﬁ: 3 W 4 10 S U
b A :;‘ ¥ w 2 T |
% a A & . A 73 e ¢
3 o = g0 g O
Q Q o ]
8.63, 5023 7.64 0,00 12,83 25,18 21,17 21,05
oo O Al Al 0 ¢ 1t & o ¢ 1dt F R L A
CompSTCA- CO11C Comp FITCA- CO1 1 CompSTCA- CO11c Comp ATC-A- CO11C

Figura 20 — Andlise da expressédo de CD11c e Her2/neu em células irradiadas.
Grafico representativo da expressado de CD11c por Her2/neu em mDCs, MDA-MB-231, a
mistura dessas duas células e em hibridos que foram ou néo irradiados. (A) Células nao

irradiadas. (B) Células irradiadas

De modo geral a irradiagéo funcionou conforme esperado, seguindo-se assim para

os experimentos de linfoestimulagdo com as células hibridas.

4.7Capacidade dos hibridos em induzir linfoproliferacéao

Primeiramente, experimentos foram feitos visando analisar se os hibridos seriam
capazes de estimular a proliferacdo de linfocitos T. Analisou-se, em trés experimentos
independentes, a proliferacédo de linfocitos T CD4" e CD8" estimulados, por 5 dias, com
mDCs, MDA-MB-231, as duas células misturadas (MIX) ou fundidas (Fus&o). Linfocitos T

autdlogos ou alogeneicos as mDCs de cada ensaio foram utilizados, avaliando-se a
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porcentagem de linfécitos T com diluicdo de CFSE, que corresponde a porcentagem de

células provenientes de linfocitos T que sofreram proliferacédo (Figura 21).
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Figura 21 — Proliferagéo de linfécitos T induzida pela fus&o. Linfocitos T autélogos ou
alogeneicos as DCs usadas em cada experimento foram estimulados com mDCs, MDA-
MB-231, uma mistura (MIX) ou fuséo dessas celulas. As células estimuladoras foram ou
nao previamente irradiadas com 200 Gy. A fitohemaglutinina (PHA) foi utilizada como
controle positivo de proliferacdo. Células sem tratamento (S/T) foram consideradas como
controle negativo. A porcentagem de linfécitos T CD4" ou CD8" com diluicdo de CFSE foi
avaliada apos 5 dias de estimulagéo (n=3).

Foi possivel detectar proliferacdo de linfécitos T autdlogos, mas sem diferencas

significativas entre os grupos. Também néo houve diferenca estatisticamente significativa
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entre os linfécitos T alogeneicos estimulados com o MIX ou a fusdo. Nao foi possivel
observar alteracdo significativa na capacidade de linfoestimulacdo das células irradiadas
em comparacdo com as nao irradiadas, apesar de ter sido observado uma diminuicédo da
proliferacdo induzida pelas células irradiadas em dois dos trés experimentos. Um perfil
semelhante de ativagdo foi encontrado analisando-se a porcentagem de células positivas
para CD25 (dados ndo mostrados).

A analise do sobrenadante das culturas autdlogas por CBA nao revelou
guantidades significativas das citocinas IL-4 e TNF-a e IL-17A. IL-10 s6 foi detectada no
grupo MIX sem irradiar, mas préximo ao limiar minimo de deteccdo do método (dados
ndo mostrados). Pequenas concentracdes de IL-2, também proximas ao limiar minimo do
meétodo, foram detectadas nas células tratadas com os diferentes estimulos, porém, sem
diferencas entre os grupos (Figura 22). Uma concentragcdo muito elevada de IL-6 foi
encontrada nos grupos onde as células tumorais da linhagem MDA-MB-231 foram
utilizadas, sendo essa concentragdo menor no grupo de células hibridas. IFN-y foi
detectado nos grupos de linfécitos T que foram tratados com o MIX ou com a fusdo, mas

sem diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 22 — Producéao de citocinas no sobrenadante do ensaio de proliferagcéao de
linfocitos T estimulados com a fuséo. Analise da presenca das citocinas IL-2, IL-6 e
IFN-y por CBA no sobrenadante da co-cultura de cinco dias entre linfocitos T autélogos e
mDCs, MDA-MB-231, uma mistura (MIX) ou fusdo dessas células irradiadas ou ndo com
200 Gy. A fitohemaglutinina (PHA) foi utilizada como controle positivo de proliferacéo.
Células sem tratamento (S/T) foram consideradas o controle negativo. As linhas
pontilhadas e continuas indicam o limite inferior e superior de deteccéo da reacao,
respectivamente (n=3).
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4.8Resposta imune induzida pelos hibridos

Dado que os hibridos foram capazes de estimular a proliferacdo de linfocitos T, o
préximo passo consistiu em analisar o tipo de resposta que esses linfocitos eram
capazes de gerar. Portanto, foi feito um experimento de sensibilizacdo em macrocultura,
onde linfécitos T autdlogos foram estimulados duas vezes com mDCs e MDA-MB-231
misturadas ou fundidas, e irradiadas com 200 Gy na presenca de IL-2 e IL-7. No decorrer
da sensibilizacdo, foi possivel observar blastos e grumos de células nas culturas com os
dois estimulos. Ap6s 2 dias da segunda estimulacéo, foi possivel observar linfocitos T
interagindo com ceélulas grandes, que provavelmente sdo as células estimuladoras
utilizadas (Figura 23). Essas células maiores ndo foram mais encontradas no final do

segundo estimulo, sendo possivel observar restos celulares antes das trocas de meio.
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Figura 23 — Fotos da sensibilizacdo de linfécitos T com a fusao. (A) Fotos de
linfécitos T estimulados pela fusdo depois de passados diferentes dias do estimulo inicial.
(B) Fotos das culturas de linfocitos T apés dois dias do segundo estimulo (Dia 9) com a

mistura (MIX) ou fusédo de mDCs com células da linhagem MDA-MB-231.
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O fendtipo dos linfocitos T CD4™ e CD8" foi avaliado apds 7 e 14 dias do inicio do
protocolo de sensibilizacdo (Tabela 4). A porcentagem de células positivas para CD25 se
manteve elevada nos dois tipos de linfocitos T durante o experimento. Ja a expresséo de
CD62L foi reduzida ap6s a segunda estimulacéo, indicando a perda de uma molécula
presente em linfocitos T naive por, pelo menos, 10% das células. Também foi possivel
observar o aparecimento de células positivas para CD45RO ap0s a segunda
estimulacdo, demonstrando o aparecimento de linfécitos T de memoria apos o protocolo

de sensibilizacao.

Tabela 4 — Fend6tipo dos linfocitos T sensibilizados pela fusdo. Porcentagem de
linfocitos T CD4™ ou CD8" positivos para as moléculas de interesse apos sete dias (apds
primeira sensibilizacao) ou 14 dias (apés segunda sensibiliza¢do) do inicio do protocolo

de sensibilizacdo em macrocultura. Os linfécitos T foram mantidos sem células
estimuladoras (S/T) ou estimulados com células mDCs misturadas (MIX) ou fundidas
com células da linhagem MDA-MB-231,

CDh4

Molécula Primeira sensibilizac&o Segunda sensibilizagao

SIT MIX Fuséo SIT MIX Fuséo
CD25 92.68 89.30 91.62 90.62 85.80 89.01
CD62L 99.82 99.09 99.71 81.22 83.96 83.65
CD45RA 23.12 30.42 30.12 41.32 53.25 35.57

CD45RO 0.08 0.02 0.08 46.00 39.68 47.67
PD-1 86.41 83.41 88.33 67.14 60.27 63.99
CD38 81.44 88.89 87.60 88.11 90.41 87.72
CD8
Molécula Primeira sensibilizacéo Segunda sensibilizac&o
SIT MIX Fuséo SIT MIX Fuséo

CD25 60.97 67.51 69.16 75.30 62.11 69.90
CD62L 96.45 94.51 94.17 75.91 81.62 78.71
CD45RA 54.19 52.40 57.68 60.51 68.91 55.64
CD45RO 2.01 1.63 2.82 28.33 26.85 34.51
PD-1 82.11 81.02 82.79 49.45 48.60 48.39
CD38 71.43 88.37 83.62 83.88 83.01 81.16
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Por outro lado, observou-se, tanto em linfécitos T CD4" quanto nos linfocitos T
CD8", a diminui¢cdo da molécula PD-1, que regula negativamente a ativacdo de linfocitos
T, ap06s a segunda estimulacdo. Nao foi possivel observar grandes alteracbes na
expressdo de CD38, que se manteve elevada durante toda a cultura. Com relacdo a
molécula CD69, observou-se um pico de positividade nos linfocitos T sem tratamento
apenas apos a primeira semana, enquanto que os linfécitos T estimulados com MIX ou

fusdo apresentaram esse pico apenas apos a segunda estimulacao (Figura 24).
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Figura 24 — Expressao de CD69 ap6s uma ou duas semanas do inicio do ensaio de
sensibilizacdo. Histograma da expressdo de CD69 em linfécitos T CD4 apdés a primeira
(7 dias) ou a segunda estimulacédo (14 dias) com MIX ou fusé&o.

Durante a sensibilizacdo, o meio das células foi constantemente trocado,
impedindo a andlise da producdo de citocinas por CBA. Para analisar as citocinas
produzidas pelos linfocitos T sensibilizados, ap6s a primeira semana de estimulacéo,
uma parte dos linfocitos T foram colocados em placas de 96 pocos e mantidos por 5 dias,
sem troca de meio ou adicdo de IL-2 ou IL-7. Os linfécitos T foram mantidos sem
tratamento ou na presenca de fitohemaglutinina (PHA) ou reestimulados com a mesma
célula estimuladora utilizada na primeira semana (MIX para as células previamente
estimuladas com MIX ou Fusdo para as ceélulas previamente estimuladas com Fuséo)
(Figura 25). De modo geral, os linfocitos T mantiveram a capacidade de produgédo de
citocinas frente a um estimulo inespecifico, porém, as células previamente tratadas com
MIX ou fusdo produziram menos IL-10 e mais IL-4 ao serem estimuladas com
fitohemaglutinina do que o grupo que ndo havia sido tratado previamente com células
(S/T). Foi possivel detectar a presenca de IFN-y e TNF-a no sobrenadante das culturas

de linfécitos T reestimulados com MIX ou fusdo. Porém, IL-6 foi observado apenas no
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grupo de linfocitos T reestimulados com o MIX. A citocina IL-17A néo foi detectada em
nenhum grupo.
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Figura 25 — Citocinas no sobrenadante do ensaio de sensibilizacao de linfocitos T
estimulados com a fusdo. Linfécitos T previamente tratados com MIX (cinza) ou Fuséo
(preto) ou mantidos sem tratamento (branco) por sete dias foram plaqueados em placa
de 96 pocos. Esses linfocitos foram mantidos por 5 dias sem estimulo (S/T), estimulados
com PHA, ou reestimulados com as células que haviam sido usadas na primeira semana
de estimulo. O sobrenadante dessas culturas foi analisado quanto a presenca de
citocinas por CBA. As linhas pontilhadas e continuas indicam o limite inferior e superior
de deteccédo da reacao, respectivamente (# nao detectado).

Em seguida, avaliou-se a polarizagédo dos linfocitos T CD4 que foram sensibilizados com
o0 MIX ou a fuséo (Figura 26). De modo geral, ndo houve mudancas drasticas no padréo
de células T helper entre os trés grupos, sendo o fator de transcricdo RORyt presente na
maior porcentagem dos linfécitos de todos os grupos. Por outro lado, a porcentagem de
células positivas para o fator de transcricdo Foxp3 foi maior no grupo de linfécitos T que

foram sensibilizados com o MIX, e menor no grupo de linfécitos T que foram
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sensibilizados com a fusdo. A expressdo de Foxp3 nos linfécitos T cultivados apenas

com citocinas foi intermediéaria.
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Figura 26 — Expressdao de fatores de transcri¢cdo nos linfocitos T sensibilizados. (A)
Proporcao de linfécitos T helper expressando os fatores de transcricdo T-bet (Thl),
GATA-3 (Th2) e RORyt (Th17). (B) Porcentagem de linfécitos T CD4" CD25" que
expressam Foxp3.

Por ultimo, células das linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3 foram
colocadas, em diferentes proporc¢des, com os linfécitos T sensibilizados, visando avaliar
a capacidade citotdéxica dessas células. Todas as células tumorais mostraram-se
positivas para anexina V, mesmo na auséncia de estimulos apoptoticos, o que
inviabilizou esse marcador para 0 ensaio de citotoxicidade (dados ndo mostrados). As
células da linhagem MDA-MB-231 foram as mais sensiveis a morte por linfocitos T, uma
vez que mesmo os linfécitos T apenas cultivados com citocinas foram capazes de induzir
a morte dessas células (Figura 27). A sensibilizacdo dos linfécitos T com MIX ou fuséo
parece ter sido capaz de gerar linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos, uma vez que a
morte induzida por esses grupos foi maior do que no grupo de linfocitos T que ndo foram
sensibilizados.

Esses resultados mostram que os hibridos foram capazes de estimular a geracéo

de linfocitos T com caracteristicas de células ativadas e que estes foram capazes de
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produzir citocinas pro-inflamatoérias frente a um estimulo inespecifico. Os linfocitos T
CD4" apresentaram um perfil menos regulador quando comparado aos controles e 0s
linfocitos T CD8" apresentaram uma capacidade citotoxica que pareceu ser especifica

para as células tumorais utilizadas na fuséo.
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Figura 27 — Citotoxicidade induzida por linfécitos T sensibilizados pela fuséo.
Células das linhagens MDA-MB-231 (vermelho), MCF-7 (verde) e SK-BR-3 (azul) foram
usadas como alvo de linfocitos T sensibilizados com MIX, fusédo, ou apenas cultivados
sem estimulos. A porcentagem de lise especifica foi calculada levando-se em conta a lise
espontanea das culturas.

4.9Inducio de linfocitos T CD8" antigeno-especificos pelos hibridos

Dado que os hibridos pareceram induzir linfécitos T CD8" citotoxicos especificos
contra as células tumorais utilizadas na fusdo, um experimento foi feito visando avaliar se
esses hibridos seriam capazes de induzir linfécitos T citotéxicos antigeno-especificos.
Para isso, foi feito um experimento de estimulagéo de linfocitos T CD8* em microcultura,
em um sistema biolégico com quase nenhuma resposta alogeneica, de modo a eliminar
ao maximo o background visando conseguir detectar uma resposta antigeno-especifica.
Foram utilizadas células dendriticas e linfocitos de doadores HLA-A2" e células da
linhagem tumoral K562 transfectadas com HLA-A2 (aqui denominadas KA2). As células
K562 sdo conhecidas por ndo apresentarem moléculas de classe | do MHC, sendo

assim, nesse sistema, essas células expressardo apenas a molécula HLA-A2, também
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presente nas células dendriticas e linfocitos T utilizados. Como antigeno, utilizou-se a
molécula pp65, uma proteina que € conhecida por ser apresentada eficientemente no
contexto das moléculas de HLA-A2 (TRAUTMANN, RIMBERT, et al., 2005).

A formacao dos hibridos, nesse caso, foi avaliada utilizando-se a molécula CD86
(expressa em 96% das DCs e 1% das KA2) e CD15 (expressa em 50% das KA2 e 15%
das DCs). Apesar de ndo ser a situacao ideal, foi possivel perceber um aumento de
células duplo-positivas no grupo eletroporado, indicando que houve a formacao de
hibridos (Figura 28).
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Figura 28 — Porcentagem de hibridos de DCs e células KA2. Gréfico mostrando a
porcentagem de células positivas para CD15 e CD86 na mistura (representada pelo
simbolo “ + ") ou nos hibridos (simbolo “ * ”) de DCs e células da linhagem KA2
expressando ou ndo o antigeno pp65.

Os linfécitos T foram, entdo, estimulados duas vezes com a mistura (aqui
representada pelo simbolo “+”) ou com hibridos (simbolo “*”) de DCs e KA2 expressando
a proteina pp65 (KA2/pp65) ou ndo. O numero de linfécitos T apds a primeira e segunda
estimulacédo foi determinado, sendo possivel perceber que houve aumento do nimero de
células em todos os grupos utilizados, incluindo a estimulagdo com mDCs sem antigenos
(Figura 29).

Dado que todos os grupos apresentaram expansao de linfocitos T, uma analise foi
feita para ver se houve uma expanséo antigeno-especifica, ou seja, se houve aumento
da porcentagem de linfocitos T especificos para pp65. Para isso, foram utilizados
pentdmeros de moléculas de MHC de classe | carregadas com peptideos de pp65
ligados a fluorocromos, sendo a aquisicao feita por citometria de fluxo. Trés diferentes

pentameros foram utilizados: um pentdmero de HLA-A02 especifico para pp65, um
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pentdmero de HLA-BO7 especifico para pp65 e um pentamero inespecifico. Os
resultados sdo expressos como porcentagem de linfocitos T reativos ao pentamero

dentro da populacéo de células CD8".
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Figura 29 — Numero de linfécitos T ap6s sensibilizacdo com hibridos. Quantidade de
linfocitos T apds primeira (dia 7) e segunda estimulacao (dia 12) com diferentes células
estimuladoras: mDCs; mDCs carregadas com mistura de peptideos provenientes da
proteina pp65 (MDC + pp65); mistura (MDC + KA2 e mDC + KA2/pp65) ou fusdo
(mDC * KA2 e mDC * KA2/pp65) de mDCs e células tumorais sem ou com o antigeno de
interesse.

Nenhum dos grupos mostrou positividade significativa para o pentamero
inespecifico (Figura 30). Os linfocitos T estimulados com DCs carregadas com peptideos
mostraram positividade parecida para os dois pentameros, sendo os dois em torno de
4%. Nem a mistura nem a fusdo de DCs com células KA2 sem o antigeno induziram uma
expansédo de clones especificos para a proteina pp65. Porém, tanto a fusdo quando a
mistura de DCs com células KA2/pp65 induziram uma expansao de clones especificos
para pp65 e restritos pelo HLA-A2 superior a encontrada nos linfocitos estimulados com

DCs carregadas com peptideos.
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Figura 30 — Porcentagem de células positivas para cada tetramero. Porcentagem de
linfocitos T CD8" capazes de se ligar a diferentes pentameros apés serem estimulados
por 12 dias com diferentes células. (A) Pentamero inespecifico. (B) Pentamero de HLA-

A02 especifico para pp65. (C) Pentamero de HLA-BO7 especifico para pp65.

Figura 31 — Pocos representativos do ELISPOT. Foto dos poc¢os da placa de ELISPOT
mostrando grupos representativos de cada amostra. (A): Linfécitos T sem estimulo; (B):
Linfécitos T + KA2; (C): Linfécitos T + pp65 pepmix; (D): Linfocitos T + KA2/pp65; (E):
Linfocitos T + CEF. Os numeros representam os grupos de células T estimulados com (1)
mDCs; (2) mDC + pp65 pepmix; (3) mistura de mDC + KA2; (4) mistura de mDC +
KA2/pp65; (5) fusdo de mDC * KA2; (6) fusdo de mDC * KA2/pp65.
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Com relacdo aos clones restritos pelo HLA-BO7, o Unico grupo que apresentou
positividade acima de 2%, além das DCs estimuladas com peptideos, foram os linfécitos
T estimulados com hibridos utilizando a KA2/pp65. Dado que essa molécula do MHC s6
esta presente nas DCs, e 0 antigeno estava presente apenas nas células tumorais, esse
resultado mostra que os hibridos sdo capazes de processar e apresentar antigenos no
contexto dos dois conjuntos de moléculas do MHC, cada um proveniente de um tipo
celular.

Como tanto a mistura quanto a fusdo foram capazes de induzir uma expansao
antigeno-especifica de linfécitos T, o proximo passo consistiu em analisar se esses
linfécitos eram capazes de gerar uma resposta imune, ou seja, se eram reativos contra
células contendo esse antigeno. Para isso, um experimento de ELISPOT foi realizado,
onde os linfocitos T sensibilizados em microcultura com diferentes células foram
colocados em contato com diferentes estimulos. Cada célula capaz de produzir IFN-y
frente ao estimulo gerou uma pequena marca na membrana do ELISPOT (Figura 31),
sendo a quantidade dessas marcas (spots) quantificada.

Apenas uma pequena quantidade de linfécitos T de cada grupo foi capaz de
produzir IFN-y sem a presenga de um estimulo, enquanto uma quantidade maior de
células produziram IFN-y na presenca do controle positivo CEF (Figura 32A). Com
relacdo a reatividade contra a mistura de peptideos da proteina pp65 (pp65 pepmix), foi
possivel observar que apenas os linfocitos T estimulados com a fusdo e a mistura que
usaram as células KA2/pp65, e ndo as que usaram as células KA2, foram capazes de
induzir mais spots quando comparados com as mDCs sem antigenos (Figura 32B).
Porém, novamente ambos os grupos de fusdo e mistura utilizando KA2/pp65 foram
capazes de induzir a mesma quantidade de linfocitos T reativos contra o pp65 pepmix.

Por dltimo, analisou-se o niamero de linfécitos T, em cada grupo, que conseguia
reagir contra células KA2/pp65, mas néo células KA2. Para isso, o0 numero de spots por
10° células observado quando os linfécitos T foram cultivados com KA2/pp65 foi
subtraido do numero de spots de linfécitos T reativos contra as células KA2 (Figura 32C).
Nenhum dos grupos estimulados por mistura de células foi capaz de induzir um grande
numero de linfocitos T que reagem apenas a KA2/pp65. Os hibridos de células KA2 e

DCs também néo estimularam linfécitos T reativos apenas a KA2/pp65, mas os hibridos
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utilizando células KA2/pp65 foi capaz de induzir uma grande quantidade de linfocitos T

reativos apenas a KA2/pp65.
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Figura 32 — Quantificacao do ensaio de ELISPOT. (A) Quantidade de spots de IFN-y
por 10° linfécitos T sensibilizados por diferentes células e plaqueados sozinhos, com
células KA2, com células KA2/pp65, com pp65 pepmix ou com o controle positivo com
CEF (n=5). (B) Numero de linfcitos T que apds serem sensibilizados por diferentes
células, foram capazes de produzir IFN-y frente a mistura de peptideos da proteina pp65
(pp65 pepMIX). (C) Nimero de linfécitos T por 10° células reativos contra células
KA2/pp65 subtraido do nimero de linfécitos T por 10° células reativos contra células

KAZ2.

O mesmo experimento também foi realizado utilizando n&o células dendriticas

convencionais, mas DCs diferenciadas a partir da transducdo de mondcitos com virus
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contendo genes para citocinas (smyleDCs). Os resultados encontrados com essas
células foram bastante similares aos obtidos com DCs convencionais (dados nao
mostrados).

Com esses experimentos, foi possivel mostrar que, independente da maneira
como as células dendriticas séo obtidas, os hibridos sdo capazes de induzir linfécitos T
especificos para um antigeno presente apenas na célula tumoral. Sendo assim, o0s
esforcos foram entdo voltados para descobrir se seria possivel enriquecer uma célula
tumoral com antigenos de outra, utilizando, como estratégia, a transferéncia de RNA

entre as células.

4.10 Transfeccédo de linhagens tumorais com RNA total

Para determinar as melhores condicfes de transfeccdo, RNA total da linhagem
SK-BR-3 foi extraido e misturado com mRNA codificando a proteina GFP na proporcao
9:1. Diversos agentes de transfeccao lipidicos foram testados para descobrir qual deles
apresentava a maior eficiéncia de transfeccéo, avaliada pela expressao de GFP (Figura
33). De todos os agentes testados, a Lipoanfectamina (Lipofectamine® 2000) foi a que
apresentou maior eficiéncia, e, portanto, foi a utilizada nos préximos experimentos. A
transfeccéo foi também padronizada de modo a diminuir a quantidade de células mortas

(dados ndo mostrados).
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Figura 33 — Expressao de GFP apés 24 h do tratamento com diferentes agentes de
transfec¢do. Histograma da expresséo de GFP por citometria de fluxo de células da
linhagem MDA-MB-231 ap0s tratamento com diferentes agentes de transfeccdo ou o

veiculo (Opti-MEM) na presenca (branco) ou auséncia (cinza) de RNA composto de 90%

de RNA total da SK-BR-3 e 10% de mRNA para GFP.
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Com a técnica de transfeccéo lipidica padronizada, analisou-se a expresséo de
diversas moléculas nas células transfectadas com RNA total, visando avaliar se era
possivel aumentar a expressdo dessas moléculas quando o RNA era introduzido na
célula.

Primeiramente, a expressédo de ER, PR, HLA-A, HLA-DR e B,-microglobulina foi
analisada por real time em células da linhagem MCF-7 que foram ou néo transfectadas
com RNA total ndo amplificado de células SK-BR-3 (Figura 34). Foi possivel observar um
aumento na quantidade de mRNA de B.-microglobulina, HLA-A e HLA-DR, mas nao de

ER e PR nos grupos transfectados com o RNA total.
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Figura 34 — Expressao relativa de diferentes mMRNAs apés transfeccdo com RNA
total. Analise de real time PCR da quantidade de mRNA presente em células MCF-7
tratadas ou ndo com lipoanfectamina com RNA total da SK-BR-3.

Em seguida, analisou-se a expressdo de membrana das moléculas de Her2/neu,
HLA-ABC e HLA-DR em células das linhagens MCF-7 e MDA _MB-231 transfectadas ou
ndo com RNA total da SK-BR-3. N&o foi possivel observar diferenca na expressado das
moléculas HLA-DR e Her2/neu na superficie das células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas
com RNA total (dados ndo mostrados).

Curiosamente, o aumento das moléculas de HLA-ABC na membrana das células
so6 foi observado quando as células transfectadas com o RNA total da SK-BR-3 eram da
linhagem MCF-7, e ndo quando eram células da linhagem MDA-MB-231 (Figura 35). A
maioria das células que tiveram aumento de expressdo de HLA-ABC eram células

positivas para GFP, ou seja, células que foram transfectadas eficientemente.
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Figura 35 — Expressao de HLA-ABC nas células transfectadas ou ndo com RNA
tumoral total da SK-BR-3. Expressao de HLA-ABC em células da linhagem MCF-7
(esquerda) e MDA-MB-231 (direita). (A) Histograma de HLA-ABC em células da linhagem
MCF-7 tratadas com lipoanfectamina na presenca (azul) ou auséncia (vermelho) de RNA
total. Expressdo de GFP e HLA-ABC por células da linhagem MCF-7 tratadas com (B)
lipoanfectamina ou com (C) lipoanfectamina + RNA. (D) Histograma de HLA-ABC em
células da linhagem MDA-MB-231 tratadas com lipoanfectamina na presenca (azul) ou
auséncia (vermelho) de RNA total. Expressao de GFP e HLA-ABC por células da
linhagem MDA-MB-231 tratadas com (E) lipoanfectamina ou com (F) lipoanfectamina +
RNA. Os gates foram feitos considerando a expressao de HLA-ABC e GFP nas células
nao transfectadas.
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Figura 36 — Expressao de HLA-ABC em células transfectadas apenas com mRNA
gue codifica o GFP. Grafico de pontos (dot plot) mostrando a expressao de GFP e HLA-
ABC em células transfectadas. (A) Lipoanfectamina. (B) Lipoanfectamina + RNA total
com 10% de mRNA para GFP. (C) Lipoanfectamina + mRNA para GFP. (D) Histograma
de HLA-ABC em células da linhagem MCF-7 tratadas com lipoanfectamina e GFP na
presenca (vermelho) ou auséncia (azul) de RNA total.
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As células da linhagem MCF-7 foram, entdo, transfectadas apenas com GFP,
visando verificar se o aumento de HLA-ABC foi devido a expressdo do mRNA
transfectado ou se foi um efeito secundario da transfeccéo, ou seja, se a MCF-7, mas
nao a MDA-MB-231, teria algum mecanismo que induziria 0 aumento da expressao de
HLA-ABC por causa do processo da transfeccdo. Mesmo transfectando a célula apenas
com mRNA que codifica o GFP, o aumento da expressdo de HLA-ABC nas células da
linhagem MCF-7 continuou sendo observado (Figura 36). Sendo assim, podemaos inferir
gue a MCF-7 tem sim um mecanismo que induz o aumento de HLA-ABC, independente
da sequéncia do mRNA transfectado. Isso, porém, ndo exclui a possibilidade de parte de
esse efeito ser devido a expressdo de HLA-ABC da SK-BR-3, uma vez que, apesar de
nao expressar essas moléculas em sua superficie, a SK-BR-3 apresenta mRNA para
essas moléculas.

Portanto, apesar de ter sido detectado aumento no nivel de mRNA de algumas
moléculas, ndo foi possivel detectar um aumento do nivel proteico, que fosse devido a
expressdo do mRNA transfectado, de nenhuma das moléculas analisadas ap6s o
processo de transfeccdo. Entédo, para determinar se 0 mRNA transfectado € capaz de ser
traduzido na célula, células da linhagem MDA-MB-231 foram transfectadas apenas com
MRNA para GFP e tiveram seu RNA extraido, sendo esse transfectado em novas células
da linhagem MDA-MB-231. 50% das células MDA-MB-231 que foram transfectadas com
MRNA para GFP ficaram verdes(Figura 37A), sendo 0 mRNA dessas células extraido e
transfectado em novas células. As células transfectadas com esse RNA apresentaram
positividade para GFP (Figura 37B), sendo mais de 30% delas positivas para GFP. Tal
fendmeno foi observado em trés experimentos independentes.

Esses experimentos mostram que é possivel que a transferéncia do RNA de uma
célula para outra gere a expressao de proteinas cujos mMRNAs estejam presentes na
célula doadora do mRNA. Sendo assim, o proximo passo foi verificar se & possivel
amplificar o mRNA mensageiro de uma célula, de modo que poucas células tumorais

tenham RNA suficiente para que sejam feitas diversas transfeccoes.
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Figura 37 — Expressao de GFP em células transfectadas com RNA de células
previamente transfectadas com mRNA para GFP. (A) Células MDA-MB-231
transfectadas ou ndo com GFP, cujo RNA total foi extraido. (B) Células MDA-MB-231
sem tratamento, tratadas apenas com o veiculo Opti-MEM, apenas com o agente de
transfecgao Lipoanfectamina, com mRNA para GFP ou tratadas com RNA total de
células MDA-MB-231 previamente transfectadas ou ndo com mRNA para GFP.

4.11 Amplificagcdo do mRNA tumoral e transfec¢cdo do mRNA amplificado

O mRNA das células da linhagem tumoral SK-BR-3 foi amplificado como
previamente utilizado na literatura, e descrito nas sessdes 3.25 e 3.26. Para saber quais
os tamanhos de fragmentos estavam sendo amplificados pelo processo, foi feito um gel
de agarose com 800 ng de &cidos nucleicos de cada etapa do processo, tratados ou ndo
com DNAse (Figura 38). Como esperado, foi possivel distinguir as duas bandas dos
RNAs ribossomais no produto do RNA total. N&o foi possivel visualizar a banda do RNA
da subunidade 18S no produto da RT-PCR, e a banda do RNA da subunidade 28S
perdeu um pouco de intensidade. Apds a reacdo de PCR, foi possivel observar uma
banda forte de 200 bp, que ndo estava presente antes da rea¢do de PCR. Foi possivel
observar um rastro de material genético no produto da transcricdo in vitro,
compreendendo desde moléculas pequenas, até moléculas com tamanhos superiores a

5.000 bp (tamanho correspondente a banda 28S em humanos). Estes resultados eram
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parcialmente esperados, embora parte deles ainda esteja além de nossa possibilidade de
explicacdo, como sera discutido adiante.
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Figura 38 — Analise do tamanho dos acidos nucleicos presentes no produto da
amplificacdo e transcricdo do RNA total. Negativo do gel de agarose com o produto de
cada etapa do processo de amplificacdo e transcricao in vitro.

Para verificar se o procedimento de transcricdo ocorreu corretamente, o produto
da PCR e da transcricdo foram submetidos a um tratamento com DNAse. Como pode ser
observado na figura 38, o produto da PCR foi degradado praticamente por completo,
enquanto o produto da transcricdo quase néo sofreu alteracdo com o tratamento. Como a
PCR amplifica os fragmentos de cDNA que foram feitos na RT-PCR, era de se esperar
gque seu produto fosse ser, em sua maioria, DNA e, portando, deveria ser degradado na
presenca da DNAse, o que de fato ocorreu. A reacao de transcrigdo, por sua vez, utiliza
esses fragmentos de DNA para gerar novas moléculas de mRNA. O produto da
transcricdo, portanto, deveria ser composto majoritariamente de mRNA caso a reacao

tenha ocorrido como esperado. De fato, apenas uma pequena fracdo do produto da



Resultados 90

transcricdo foi degradada pela DNAse, 0 que mostra que 0 processo de transcricdo
ocorreu como esperado.

Por ultimo, avaliou-se a presenca de mRNA especifico para algumas moléculas
antes e depois do processo de amplificacdo (Figura 39). Foi possivel observar a
presengca de mRNA para Her2/neu, B.-microglobulina e B-actina antes e apés a
amplificacdo. Porém, foi possivel observar uma banda fraca no controle negativo (grupo
sem acidos nucleicos) da molécula B-actina, indicando que a banda observada para esse
MRNA pode néo ter sido totalmente especifica. mMRNAs codificando as moléculas HLA-A
e ER, porém, foram detectados apenas no extrato total, ndo tendo aparecido apos a
amplificacdo. J& para a molécula PR, observou-se uma banda fraca antes da

amplificacdo e uma banda muito mais intensa apés a amplificacdo do mRNA.

2 3 2 3 1: RNA total

1
.J HLA-A H 2: mRNA amplificado

3: Controle negativo
=] R
EE -Ee

Figura 39 — Expressdo de mRNAs especificos antes e apds a amplificacdo do
MRNA tumoral. Gel de agarose mostrando a presenca ou auséncia de mRNAs
especificos para Her2/neu, B2-microglobulina, B-actina, HLA-A, ER e PR antes e apds a
amplificacdo do RNA tumoral. O RNA total da SK-BR-3 e o produto da amplificacéo e
transcricdo in vitro desse RNA foram submetidos a uma transcri¢cao reversa seguido da
amplificagéo de sequéncias especificas de alguns mMRNAs por PCR convencional.

Her2/neu

B,-microglobulina

B-actina

Em seguida, o0 mRNA obtido pelo processo de amplificacdo acima foi misturado
com 10% de mRNA para GFP e transfectado em células da linhagem MDA-MB-231.
N&o foi possivel, porém, observar expressdo de GFP em nenhum dos tempos analisados
(dados ndo mostrados). As células tratadas apenas com o agente de transfeccéo
sobreviveram as 72 h de cultura; as células tratadas com a lipoanfectamina e 0 mRNA
amplificado, porém, em sua maioria morreram, aparecendo grande quantidade de restos
celulares na cultura, mostrando que a presenca do mRNA amplificado foi toxica para as
células (Figura 40).
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Figura 40 — Fotos das células tratadas com mRNA amplificado. Fotos das células da
linhagem MDA-MB-231 ap06s diferentes tempos do tratamento com lipoanfectamina na
auséncia ou presenca de mRNA amplificado. (A) Lipoanfectamina. (B) Lipoanfectamina +
MRNA amplificado.

Como néo houve marcacdo com GFP, um experimento foi feito comparando a
transfeccdo do RNA total com o mRNA amplificado. Novamente, foi possivel observar
gue o grupo tratado com RNA total apresentava expressdo de GFP enquanto o grupo
tratado com mRNA amplificado ndo. Portanto, a falta de expressdo do mRNA para GFP
nao foi devido a degradacdo do mesmo (dados nao mostrados).

Para testar se esse efeito era especifico da linhagem MDA-MB-231, a transfeccao
com RNA total e mMRNA amplificado foi feita também em células da linhagem MCF-7. As
duas linhagens tiveram resultados semelhantes, expressando GFP quando eram
transfectadas com o RNA total, mas ndo expressando quando eram transfectadas com o
MRNA amplificado (Figura 41). O mesmo efeito aconteceu quando se transfectou iDCs
com RNA total ou mRNA amplificado (dados ndo mostrados). Mesmo variando as
condi¢cBes de transfeccédo (quantidade de lipoanfectamina e de mRNA amplificado), nao
foi possivel observar uma melhora no fenétipo das células.

Ao se transfectar o RNA total, além do mRNA, também s&o incorporados RNAs
transportadores e ribossémicos, que podem ajudar a célula a lidar com a maior carga de
MRNA a ser transcrito, 0 que nao ocorre quando se transfecta apenas o mRNA
amplificado. Para verificar se esse era o motivo da falta de expresséo de GFP, foi testada

a transfeccdo de misturas com diferentes porcentagens de mRNA amplificado e RNA
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total, além dos 10% de mRNA para GFP. Porém, nenhuma mistura apresentou

expressdo de GFP (dados ndo mostrados), enfraquecendo, portanto, a hipotese.
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Figura 41 — Expressao de GFP em células MCF-7 e MDA-MB-231 transfectadas com
RNA total ou mRNA amplificado. Porcentagem de células expressando GFP apds 24 h
da transfeccdo com RNA total misturado com 10% de mRNA para GFP ou mRNA
amplificado misturado com 10% de mRNA para GFP. (A) Células da linhagem MCF-7.
(B) Células da linhagem MDA-MB-231

O processo de amplificacdo e transcricdo in vitro requer uma grande quantidade
de enzimas diferentes que ficam, apesar de inativas, na solucdo do mRNA amplificado a
ser usado na transfeccdo. Para testar se ndao foram essas proteinas que atrapalharam a
transfeccdo e mataram as células, o produto da amplificacdo foi submetido a uma
extracdo com trizol, e transfectado em células da linhagem MCF-7. Esse tratamento,
porém, nao foi capaz de gerar a expressao de GFP nas células (dados ndo mostrados).

Outra estratégia utilizada foi a transfeccdo com diluicdes seriadas do mRNA
amplificado, até a concentracao de 15,625 ng, que € muito menor do que a quantidade
minima sugerida para esse tipo de transfeccdo (2000 ng). Ao contrario do mRNA
amplificado, o RNA total contém apenas cerca de 5% de mRNA,; portanto, a falta de
expressao poderia ser devido a grande quantidade de mRNA sendo utilizado. Apesar do

MFI e da porcentagem de células terem aumentado com a diminuicdo do mMRNA
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amplificado, esse aumento foi pequeno quando comparado com O grupo contendo
apenas GFP (Figura 42). Portanto, ndo foi o fato de existirem muitas moléculas de mRNA
gue estava atando as células, uma vez que além dos resultados mostrados, a
transfeccdo com 1500 ng de mRNA para GFP nao diminuiu a viabilidade das células, que

em sua maioria ficaram positivas para o GFP.
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Figura 42 — Transfeccao com diluicdes seriadas de mRNA amplificado. (A)
Intensidade mediana de fluorescéncia ou (B) porcentagem de células positivas para GFP
em células transfectadas com diferentes concentracdes de mRNA amplificado e 50 ng de

GFP

Logo, mesmo modificando as condi¢Bes de transfeccdo, diminuindo a quantidade
de mRNA usado e retirando as proteinas presentes no mRNA amplificado, ndo foi
possivel observar uma quantidade expressiva de células positivas para GFP nas células
tradadas com mRNA amplificado e 10% de mRNA para GFP, sejam elas de origem
tumoral, ou DCs.

Como a reacdo de PCR inespecifica gerou uma banda de 200 bp que néo estava
presente antes da amplificacdo (Figura 38), formulou-se a hipotese de que essa banda
poderia estar sendo a responsavel pela morte das células, uma vez que a maioria dos
MRNAs humanos se encontra acima dessa faixa de tamanho. Para testar essa hipotese,
o produto da PCR inespecifica foi separado em trés tubos, de acordo com o tamanho dos
fragmentos (Figura 43A). Apés a separacao, o cDNA das trés regifes, assim como 0

cDNA total, foram submetidos a uma reacéo de amplificacao.
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Figura 43 — Amplificacdo de diferentes fracdes da PCR inespecifica seguido de
transfeccdo. (A) Esquema ilustrando a separacéo do produto da PCR em trés fragcbes
de acordo com o tamanho dos cDNAs, com posterior transcri¢cdo in vitro de cada uma

das porcdes obtidas. (B) Fotos das células da linhagem MDA-MB-231 apés 24 h do

tratamento com lipoanfectamina na auséncia (Controle) ou presenca de GFP e do mRNA
amplificado das diferentes fracdes do produto da PCR (1,2 e 3) ou do mRNA total
amplificado (MRNA 0). (C) Histogramas da expressao de GFP em células da linhagem
MDA-MB-231 ap6s 24 h da transfeccdo de GFP e do mRNA total amplificado (MRNA 0)
ou do mRNA obtido de diferentes fracbes do RNA tumoral da SK-BR-3 amplificado por
uma PCR inespecifica (1,2 e 3).
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Em seguida, células da linhagem MDA-MB-231 foram transfectadas com o
produto da transcricdo in vitro das trés diferentes fracbes da PCR. As células tratadas
com a fracdo com menor tamanho molecular (fracdo 1) apresentaram morfologia
parecida com a observada no grupo tratado com o mRNA amplificado total (mMRNA 0),
enquanto as tratadas com o0s maiores MRNAs (fragdo 3) ficaram similares
morfologicamente com as células tratadas apenas com GFP (Figura 43B). Observou-se
também uma porcentagem crescente de células positivas para GFP nos grupos tratados
com as fracBes crescentes de tamanho do mRNA (Figura 43C).

Por ultimo, ao invés de separar as fragfes apds a PCR, a separacao foi feita antes
da amplificacdo e cada fracdo foi submetida a reacdo de PCR e transcrita
separadamente. Nenhuma das trés fracdes nesse caso gerou expressao de GFP, e
todas levaram a morte celular de maneira equivalente ao grupo tratado com mRNA
amplificado total (dados ndo mostrados). Foi possivel observar que, apds passar pela
reacdo de PCR inespecifica, as trés fracdes de cDNA apresentaram uma banda forte em
torno de 200 bp, na mesma regido onde a banda do cDNA total era encontrada.

Sendo assim, postulou-se que a banda de 200 bp provavelmente nédo era devido a
amplificac@o especifica de um mRNA pequeno que estava matando a célula, e sim que a
PCR né&o estava conseguindo amplificar a sequéncia completa do cDNA. Para testar tal
hipotese, mMRNA do GFP foi amplificado pelo mesmo processo descrito anteriormente
(Figura 44). O cDNA obtido desse mRNA apresentou uma banda Unica, além do excesso
de primers da reacdo. Porém, o produto da PCR apresentou a banda de 200 bp que
estava sendo observada no produto de amplificacdo do RNA tumoral, além de uma
banda bem menor do que a esperada para o produto do GFP. Esse produto, quando
transfectado em células tumorais, matou as mesmas (dados ndo mostrados). A
transfecgdo apenas com a fragdo dos mRNAs amplificados de maior tamanho néo foi
citotoxica mas também ndo gerou expressdo de GFP nas células tumorais, mostrando
gue a reacao de PCR nao estava gerando produtos integros, e, portanto, precisava ser

modificada.
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Figura 44 — Amplificacdo d GFP com protocolo padréo. Negativo da foto do gel de
agarose do produto da reacao de transcrigao reversa do mRNA para GFP e da PCR do

cDNA obtido.
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Figura 45 — Produto da PCR do RNA total com condi¢cdes de amplificacao
alteradas. (A) Negativo da foto do gel de agarose contendo (1) o RNA total extraido da
SK-BR-3, (2) o cDNA obtido da RT-PCR desse material, (3) o produto da PCR do cDNA,
e (4) o produto da PCR com condic¢des de ciclagem alteradas. (B) Negativo da foto do
MRNA obtido pela transcricéo in vitro do produto da PCR modificada.

As condicbes de amplificacdo da PCR foram entdo alteradas, aumentando-se a
temperatura de anelamento e o tempo de extensdo. O DNA obtido por esse método néo
apresentou a banda de 200 pb, como ocorria anteriormente, € sim uma grande



Resultados 97

guantidade de bandas mais fracas, com tamanho superior a 400 bp (Figura 45A). O
padrdo do RNA transcrito com o produto dessa PCR, porém, ndo apresentou tais bandas
(Figura 45B).

Para testar se a alteracdo na PCR foi suficiente para gerar um RNA amplificado
integro, o processo foi realizado com mRNA para GFP. Com as novas condigfes, 0
produto da PCR mostrou ser composto majoritariamente por uma banda do mesmo
tamanho da banda encontrada no cDNA do GFP (Figura 46). Porém, apos a etapa de
transcricdo in vitro, ndo havia nenhuma banda definida no gel, sendo este RNA
amplificado incapaz de gerar expressdo de GFP quando transfectado em células da
linhagem MDA-MB-231 (dados ndo mostrados).

1 2 3 4
-~ » 1: mRNA GFP
2: cDNA GFP
' 3: PCR modificada

4: Transcricao
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Figura 46 — Produto da PCR do mRNA para GFP com condi¢des da PCR
amplificacéo alteradas. Negativo da foto do gel de agarose contendo (1) o mRNA para
GFP, (2) o cDNA obtido da RT-PCR desse material, (3) o produto da PCR do cDNA com

as condicdes de ciclagem alteradas e (4) o produto da transcricao da PCR.

Sendo assim, optou-se por fazer a reagcao de transcricao in vitro utilizando-se um
kit comercial, uma vez que nenhuma das alteracdes de protocolo testada para
transcricao foi suficiente para gerar um material integro. O mRNA para GFP obtido pela
transcricdo com kit do produto da PCR modificada mostrou-se mais integro, com uma
banda forte com o mesmo tamanho do mRNA para GFP (Figura 47A). Como as bandas
do cDNA e da PCR estavam em uma localizacao diferente da banda do mRNA, correu-
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se um gel de agarose desnaturante, para verificar se essa diferenca era simplesmente
devido a estrutura secundéria do RNA ou se era devido a um tamanho diferente do
produto de cada banda. Apesar de fraca, a marcacao no gel desnaturante mostrou que a
diferenca em tamanho observada era simplesmente devido a estruturas secundarias, e
gue, portanto, o processo de amplificagdo, com todas as modificagcbes feitas, foi capaz

de gerar um transcrito aparentemente integro (Figura 47B).
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. 3: PCR modificada
4: Transcrigao kit

Figura 47 — Produto da amplificacdo do mRNA para GFP utilizando condi¢cdes
da PCR alteradas e kit de transcri¢cdo. Negativo da foto do gel de agarose (A) nao
desnaturante ou (B) desnaturante. Os géis contém: (1) o mRNA para GFP, (2) o cDNA
obtido da RT-PCR desse material, (3) o produto da PCR do cDNA com as condi¢fes de
ciclagem alteradas e (4) o produto da transcricdo da PCR utilizando kit comercial.

Para testar a integridade do mRNA para GFP amplificado, esse foi transfectado
em células da linhagem MDA-MB-231 ap0s ser ou ndo purificado por precipitagdo com
LiCl. Parte das células transfectadas com esse material ficou verde, sendo a
porcentagem de células positivas maior quando o mRNA amplificado foi purificado
(Figura 48). Isso mostra que é possivel amplificar um mRNA de modo que ele continue

integro e sendo capaz de ser traduzido, gerando a proteina que este codifica.
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Figura 48 — Expressao de GFP nas células transfectadas com mRNA para GFP
amplificado. Graficos da expressdo de GFP em células da linhagem MDA-MB-231 n&o
tradadas, tratadas apenas com o veiculo Opti-MEM ou o agente de transfeccao
lipoanfectamina, ou transfectada com o mMRNA GFP amplificado (MRNAamp, GFP) ou néo.

GFP

O proximo passo foi, entéo, fazer o mesmo processo com o RNA total de células
tumorais. Dessa vez, o produto da transcricdo se mostrou similar ao produto da PCR,
ambos sem apresentarem a banda de 200 pb que era encontrada antes das alteracdes
do protocolo (Figura 49). Tanto o cDNA quando o produto da PCR obtidos do RNA total
por esse novo protocolo apresentaram quantidades variaveis de diversas moléculas
(Figura 50). Como esperado, o cDNA da SK-BR-3 apresentou muito mais moléculas que
codificam Her2/neu do que o cDNA da MDA-MB-231. A amplificagcdo pela PCR foi capaz
de aumentar a quantidade de cDNA para Her2 nas duas linhagens. Por outro lado, a
expressao de B,-microglobulina diminuiu apds a PCR, nas das linhagens. Poucas cépias
especificas para HLA-A e HLA-DR foram encontradas na SK-BR-3, que ndo expressa
tais moléculas em sua superficie, mas essa quantidade foi, também, ligeiramente
aumentada apds a PCR. A quantidade de HLA-A e HLA-DR aumentou também no
material da linhagem MDA-MB-231. Sendo assim, foi possivel perceber que o processo
de amplificacdo é capaz de enriquecer certos mMRNAs de antigenos em detrimento de
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outros, mas sem diminuir a quantidade a ponto de que essa nao fosse detectada na

gPCR.
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2: cDNA

“ 3: PCR modificada

4: Transcrigao kit

Figura 49 — Produto da amplificagdo do mRNA da SK-BR-3 utilizando condi¢des
da PCR alteradas e kit de transcri¢cdo. Negativo da foto do gel de agarose (A) nao
desnaturante ou (B) desnaturante. O gel contém: (1) o RNA total da SK-BR-3, (2) o cDNA
obtido da RT-PCR desse material, (3) o produto da PCR do cDNA com as condicfes de
ciclagem alteradas e (4) o produto da transcricdo da PCR utilizando kit comercial.
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Figura 50 — Expresséao de moléculas antes e apos amplificacdo do RNA tumoral.
Expressao relativa ao gene da B-actina, medida por real time PCR, de diferentes
moléculas no produto do cDNA e da PCR do RNA das linhagens tumorais de mama

MDA-MB-231 e SK-BR-3.
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Ao ser transfectado em células tumorais, porém, o mRNA amplificado ndo gerou
aumento de expressdo de nenhuma das moléculas testadas. O mRNA amplificado de
células verdes também néo gerou expressao detectavel de GFP (dados ndo mostrados).
Ambos os fendbmenos nao excluem a possibilidade das moléculas estarem sendo
traduzidas e apresentadas como antigenos, mas atentam para o fato de que outras
modificacdes no protocolo de amplificagdo podem melhorar a qualidade do mRNA

amplificado obtido.
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No presente estudo, células dendriticas maduras (mDCs), com fenétipo adequado,
foram geradas a partir da diferenciacédo in vitro de monécitos do sangue periférico de
doadores saudaveis. Essas células foram utilizadas para formacdo de hibridos com
células tumorais, sendo a eficiéncia do processo avaliada, assim como o fendtipo e
capacidade estimuladora dos hibridos obtidos. Avaliou-se, também, a capacidade dos
hibridos de estimular uma resposta imune antigeno-especifica. Por uGltimo, avaliaram-se
as condicdes de amplificacdo in vitro do RNA proveniente de células tumorais e da
transfeccdo desse RNA, amplificado ou ndo, em células de linhagens tumorais
receptoras.

Linhagens tumorais com diferentes fendtipos foram utilizadas nesse trabalho
(Figuras 9). E sabido que, como mecanismo de escape tumoral, células tumorais
costumam perder a expressado de moléculas de classe | do MHC, da B2-microglobulina ou
dos componentes da maquinaria de processamento de antigenos, impedindo seu
reconhecimento por linfocitos T citotdéxicos (CTLs) (SELIGER, 2008). A auséncia de
moléculas de classe | do MHC (HLA-ABC) em células de cancer de mama esta
associada com um pior prognostico desses tumores (KANEKO, ISHIGAMI, et al., 2011).
Com consequéncias semelhantes, a superexpressédo de Her2/neu é capaz de diminuir a
expressdo de diversas proteinas responsaveis pelo processamento de antigenos
(HERRMANN, LEHR, et al., 2004). Interessantemente, dentre as linhagens de cancer de
mama analisadas, a unica cuja expressao de HLA-ABC néo foi detectada foi a linhagem
SK-BR-3, que também foi a Unica a apresentar superexpressao de Her2/neu. A perda de
expressdo das moléculas de classe | do MHC nessas células, porém, néo foi devido a
perda do mRNA para (3,-microglobulina, uma vez que este foi detectado no RNA total
extraido dessas células (Figura 38). A auséncia de moléculas de classe | do MHC nessas
células pode ter sido devida a uma baixa quantidade do mRNA dessas moléculas, uma
vez que poucas copias do mRNA para HLA-A foi encontrada no preparado de mRNA
total da SK-BR-3 (Figura 50).

Duas das cinco linhagens que tiveram seu fenétipo avaliado apresentaram
expressdo de HLA-DR. A expressdo de moléculas de MHC de classe Il por células
tumorais é conhecida como outro mecanismo de escape tumoral (THIBODEAU,
BOURGEOIS-DAIGNEAULT, LAPOINTE, 2012). Uma vez que as células tumorais néo



Discussao 104

expressam moléculas co-estimuladoras, a presenca de moléculas do MHC de classe Il
faz com que essas células consigam induzir anergia em linfocitos T CD4" que
reconhecam algum antigeno tumoral que elas estejam apresentando.

Estudos também foram feitos avaliando a diferenciacdo de mondcitos obtidos do
sangue periférico de doadores saudaveis, em células dendriticas maduras (mDCs). De
modo geral, as mDCs geradas apresentaram o fenotipo esperado, diminuindo a
expressdo de CD14, e mantendo a expressdo de HLA-DR, além de expressarem
diversas moléculas co-estimuladoras, como CD80, CD86, CD83 e CD40 (Figura 8).
Intrigantemente, a porcentagem de células positivas para CCR7 se manteve alta durante
toda a diferenciacdo, mas a quantidade de moléculas na superficie das células teve uma
tendéncia de queda apds a maturacédo das iDCs. Um estudo da expressdo de CCR7 em
DCs diferenciadas de mondcitos mostrou a importancia da presenca da prostaglandina
E2 durante a maturacdo dessas células para que haja a expressdo desse receptor
(SCANDELLA, MEN, et al., 2002). Sendo assim, a queda de CCR7 observada nas mDCs
pode ter sido devido a auséncia, nesse estudo, de prostaglandina E2 no estimulo de
ativacdo utilizado para as iDCs, que consistiu apenas de TNF-a. Com relacdo as
subpopulacdes de células dendriticas, é possivel caracterizar as DCs geradas como
células dendriticas mielbéides, uma vez que, em sua maioria, expressam CD11c e ndo
expressam CD123.

Em seguida, as células dendriticas geradas por esse processo de diferenciacéo
foram fundidas com células da linhagem MDA-MB-231. Essa linhagem foi a escolhida por
ser a que mais expressou moléculas do MHC de classe I, e, portanto, potencialmente a
mais imunogénica entre as linhagens. A metodologia de utilizagdo de corantes celulares
vidveis para determinar a eficiéncia da fusdo foi deixada de lado ap0s constatacdo da
presenca de uma populacdo duplo-positivae no grupo onde as células foram apenas
misturadas (Figuras 10 e 12). A presenca de células duplo-positivas para os corantes na
mistura mostrou ser devido a marcacao das ceélulas tumorais com o corante usado nas
DCs, sendo essa marcacdo dependente do tempo que essas células eram deixadas
interagindo (Figura 11). Recentemente, estudos do nosso laboratdrio mostraram que

células tumorais sdo capazes de incorporar exossomos provenientes de DCs, o que
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poderia explicar a incorporagdo da marcagdo do corante utilizado nas células dendriticas,
pelas células tumorais (ROMAGNOLI, TONIOLO, et al., 2013).

Com a utilizacdo de marcadores de membrana, foi possivel detectar em torno de
15% de células hibridas geradas a partir da fusdo de células dendriticas e células
tumorais por meio do processo de eletroporagao (Figuras 13 e 14). Optou-se por fazer a
fusdo utilizando células dendriticas maduras, uma vez que a quantidade de hibridos
obtidos era maior usando mDCs quando comparado com o uso de iDCs (Figura 15).
Além disso, os hibridos de mDCs mostraram maior quantidade de moléculas de HLA-DR,
sendo, portanto, melhores apresentadores de antigeno (Figura 16).

Com relacdo ao fenétipo das células eletroporadas, foi possivel observar um
aumento de diversos marcadores mesmo nas células que ndo eram duplo-positivas no
grupo da fuséo (Figura 17). De fato, a eletroporacéo de cada tipo celular separadamente
também foi capaz de aumentar a expressdo de diversos marcadores (dados nao
mostrados). Ja foi demonstrado que DCs podem aumentar a expressao de diversas
moléculas de co-estimulo ao serem eletroporadas (CHUNG, ROMANO, et al., 2013).
Porém, deve-se levar em conta que, uma vez que a eletroporagdo compromete a
integridade de membrana das células, a marcacdo observada pode ser devido a
marcacgdo inespecifica de sitios intracelulares, ou a marcacdo de moléculas que se
encontram no citoplasma em um estado inativo. A molécula CD83, por exemplo,
encontra-se pré-formada em compartimentos intracelulares das células dendriticas
imaturas, sendo expressas na membrana apenas apds o estimulo de ativacdo (CAO,
LEE, LU, 2005).

Foi possivel observar um aumento na quantidade de moléculas de classe | do
MHC no grupo de células eletroporadas (Figura 18). Para avaliar se essa expressao era
devido a co-expressao de moléculas provenientes das duas células, cada tipo celular foi
marcado antes da eletroporacdo com um anticorpo para HLA-ABC conjugado com um
fluorocromo diferente. Esse protocolo também minimiza o possivel efeito inespecifico da
marcacao de sitios intracelulares dentro das células eletroporadas, uma vez que as
mesmas sdo marcadas antes da eletroporacdo e o excesso de anticorpo é lavado antes
do ensaio. Nessas condi¢des, foi possivel observar que as células duplo-positivas para

Her2/neu e CD11c eram, em sua maioria, positivas para os dois anticorpos de HLA-ABC,
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mostrando que os hibridos gerados expressam moléculas de classe | do MHC
provenientes dos dois tipos celulares. Sendo assim, os hibridos semi-alogeneicos seriam
capazes de apresentar antigenos tanto num contexto alogeneico proveniente das
moléculas de MHC das DCs, quanto em um contexto autologo das células tumorais.

Como as células hibridas apresentaram um fendtipo estimulador, resolveu-se
avaliar a capacidade dessas células de estimular linfécitos T. Para isso, houve a
necessidade de se testar o efeito da irradiacdo nas células estimuladoras, uma vez que
esta € essencial parar o crescimento das células tumorais durante a co-cultura, para
evitar que estas consumam todo o meio disponivel. Foi descrito que pequenas doses de
irradiacdo gama sdo capazes de alterar o fenotipo das células dendriticas, sua
capacidade de induzir proliferacdo de linfocitos T e sua producdo de citocinas em
co-cultura com linfécitos (CAO, CHEN, XING, 2004; REUBEN, KORBLING, et al., 2004).
Porém, a dose de irradiacdo utilizada no presente trabalho foi muito maior do que as
doses utilizadas nesses estudos. Sendo assim, avaliou-se o efeito da dose de irradiacao
de 200 Gy sobre os hibridos de células dendriticas e células tumorais. De modo geral, as
células tumorais parecem ter parado de proliferar ap6s receberem tal dose de irradiacéo
(Figura 19). Embora ndo tenha sido possivel encontrar alteracdes fenotipicas
significativas nas células que foram irradiadas, houve uma discreta diminuicdo da
porcentagem de células hibridas ap6s a irradiacdo (Figura 20). Apesar das células
irradiadas terem induzido menor proliferacdo em dois dos trés experimentos realizados,
as diferencas encontradas ndo foram estatisticamente significativas entre as células
irradiadas e néo irradiadas (Figura 21). Por outro lado, a irradiacédo, de fato, alterou o
perfil de citocinas produzidas durante a co-cultura das células irradiadas com linfocitos T,
assim como descrito por Cao et al. para pequenas doses de irradiagdo gama (Figura 22).
Em suma, estas observacbes mostram que, embora ocorram alteracdes nas células
hibridas irradiadas, estas foram discretas e menores do que as descritas na literatura;
com isso, manteve-se a dose de irradiacdo, uma vez que essa € a utlizada em
protocolos clinicos de aplicacao das células hibridas.

Uma vez que os hibridos de células dendriticas e células tumorais foram capazes
de induzir a proliferacdo de linfécitos T (Figura 21), questionou-se sobre o tipo de

resposta que esses hibridos seriam capazes de induzir. Este ponto foi, portanto,
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inicialmente abordado em um ensaio de sensibilizagdo em macroculturas. Foi possivel
observar a formacdo de pequenas colbnias na cultura, indicando uma provavel
proliferacéo clonal de linfécitos T (Figura 23).

Com relacdo ao fenotipo dos linfocitos T, foi possivel observar uma queda de
CD62L apds a segunda estimulagdo mesmo no grupo de linfocitos T tratados apenas
com citocinas. O CD62L é a molécula responséavel por direcionar os linfocitos T para os
linfonodos. Sendo assim, sua queda indica que, em todos os grupos, parte dos linfécitos
se tornaram células efetoras, ndo mais sendo direcionadas para o linfonodo. As
mudancas observadas no padrdo de expressdo das isoformas de CD45 também
corroboram tal hipétese.

O padrao de expressao de CD69, porém, foi distinto entre os grupos tratados com
MIX e fuséo, que apresentaram positividade apenas ap6s o segundo estimulo, e o grupo
sem tratamento, que apresentou positividade apenas apds o primeiro estimulo (Figura
24). A molécula CD69 é rapidamente induzida apos estimulacdo, atingindo seu pico em
apenas poucas horas ap6s o estimulo (SIMMS, ELLIS, 1996). Sendo assim,
aparentemente a ativacao dos linfécitos apenas com citocinas ocorre ap0s a primeira
estimulacdo, enquanto o MIX e a fusdo parecem induzir uma ativacdo maior apds o
segundo estimulo.

O padrao de citocinas obtido no sobrenadante da cultura indicou uma possivel
polarizacdo para o padrdo Thl (Figura 25). A analise da expressao dos fatores de
transcricdo nos linfocitos, porém, néo revelou uma polarizacéo preferencial para nenhum
padrao especifico (Figura 26). Por outro lado, foi possivel observar uma diferenca na
porcentagem de células Foxp3 positivas, que foi menor no grupo estimulado com a
fusd@o. Esses dados indicam que os hibridos sdo capazes de estimular a diferenciacéo de
linfécitos T CD4", ao mesmo tempo em que parecem ser menos eficientes na
estimulacdo de linfocitos T com perfil regulatério do que a mistura de DCs e células
tumorais.

Para avaliar a capacidade de indugdo CTLs pela fuséo, avaliou-se a capacidade
dos linfocitos sensibilizados de induzir morte celular das células de diferentes linhagens
de cancer de mama (Figura 27). Os linfécitos T tratados apenas com as citocinas IL-7 e

IL-2 induziram citotoxicidade principalmente nas células da linhagem MDA-MB-231, que



Discussao 108

se mostrou mais suscetivel pela morte induzida pelos linfécitos T do que as outras
linhagens. Sabe-se da literatura que apenas a adicdo de IL-2 na cultura é suficiente para
gerar linfocitos T com capacidade de matar células tumorais, ou seja, células com
fenétipo denominado LAK (lymphokine-activated killer) (GRIMM, ROBB, et al., 1983).
Portanto, ndo € surpreendente que os linfécitos T sem contato com MIX ou fusdo tenham
apresentado capacidade citotoxica, mesmo tendo-se tomado o cuidado de utilizar baixas
doses de IL-2 na cultura. Por outro lado, foi possivel observar uma inducao de linfocitos
T especificos para as células tumorais, uma vez que 0s grupos estimulados com o MIX e
a fusdo induziram uma maior citotoxicidade do que a observada no grupo de linfocitos
estimulado apenas com as citocinas.

Logo, um experimento foi feito visando avaliar com mais cuidado se as células
hibridas eram capazes de gerar uma resposta especifica. Nesse experimento, todos o0s
grupos induziram expansdo de linfécitos T (Figura 29). Em condicbes normais, 0s
linfécitos T sdo capazes de sofrer proliferacdo homeostatica na presenca de apenas
antigenos proprios e citocinas IL-7 e IL-15 (TAN, DUDL, et al., 2001). Essas citocinas,
em conjunto com a IL-2, foram utilizadas durante todo protocolo de sensibilizacédo, de
modo que ndo é surpreendente que tenha havido proliferacdo em todos 0s grupos,
mesmo na auséncia de antigenos ndo-proprios. Sendo assim, o proximo passo foi
analisar quais grupos foram capazes de induzir uma expansado clonal de linfocitos T
especificos para o antigeno de interesse. Apenas 0s grupos que continham o antigeno
foram capazes de induzir tal expansdo, mas ambas mistura e fusdo induziram
guantidades similares de linfocitos T reativos ao tetramero de HLA-A2 (Figura 30). Além
disso, os hibridos foram capazes de processar e apresentar novamente 0s antigenos
tumorais, apods a eletroporagédo, uma vez que induziram expansao de linfocitos T restritos
a um tipo de HLA que néo estava presente na célula tumoral. A apresentacédo de novo de
antigenos por células hibridas vem sendo alvo de pesquisas recentes (KOIDO, GONG,
2013). Aqui mostramos, porém, um relato direto de que realmente os hibridos gerados
por eletroporagdo sdo capazes de apresentar um antigeno tumoral no contexto das
moléculas de MHC provenientes das DCs.

Como ambas, mistura e fusdo, foram capazes de expandir linfocitos T especificos,

avaliou-se, entdo, se esses linfocitos eram funcionais. Os linfécitos estimulados tanto
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pela mistura quanto pela fusdo foram igualmente reativos & mistura de peptideos, mas
apenas os linfocitos estimulados pela fusdo foram capazes de reagir especificamente
contra as células contendo o antigeno (Figura 31 e 32). Em modelo murino, ja foi
mostrado que os hibridos de DCs e células tumorais sdo capazes de gerar linfocitos T
citotéxicos que diminuem a massa tumoral existente no camundongo (GONG, CHEN, et
al., 1997), mostrando novamente que os linfocitos T estimulados pelos hibridos sao
capazes de exercer uma funcao efetora.

Em seguida, dado que as células hibridas foram capazes de gerar uma resposta
especifica, avaliou-se a capacidade de enriquecer uma célula com antigenos de outra
através da transferéncia de RNA. Para isso, o RNA total extraido das células da
linhagem SK-BR-3 foi misturado com mRNA para GFP, que foi utilizado como reporter, e
transfectado em células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7. A transfeccdo de
linhagens tumorais de mama com mRNAs acoplados a lipossomas catiénicos ndo € uma
ideia nova, mas necessita de extensa padronizacdo, uma vez que resultados muito
diferentes sdo encontrados com preparacdes lipidicas distintas (LU, BENJAMIN, et al.,
1994). De fato, a transfeccdo com quatro diferentes agentes lipidicos comerciais resultou
em diferentes porcentagens de células positivas para GFP (Figura 33). O agente de
transfec¢cdo que se mostrou mais eficiente nesse teste foi o utilizado para os ensaios
posteriores.

Os esforcos foram, entdo, direcionados para a procura de proteinas presentes no
RNA total que aumentassem apo0s a transfec¢éo, e que, portanto, pudesse ser utilizada
para avaliar a eficiéncia da transfeccédo. Apesar da quantidade de mRNA para HLA-DR
ter aumentado apos a transfecgcdo da linhagem MCF-7 (Figura 34), ndo foi possivel
observar aumento dessa proteina na membrana celular (dados ndo mostrados). O
mesmo fendmeno foi observado para a molécula Her2/neu que, apesar de ser
superexpressa na SK-BR-3 e ter seu mRNA presente no RNA total dessa linhagem, nao
teve sua expressdo aumentada quando as células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7
foram transfectadas com o RNA total da SK-BR-3. Benz et al mostraram que é possivel
induzir superexpressao de Her2/neu em células da linhagem MCF-7 transfectando-as
com o cDNA dessa molécula. Porém, o aumento da expressdo de Her2/neu foi
observado em apenas 7 de 36 subclones (BENZ, SCOTT, et al., 1992).
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As Unicas proteinas que, de fato, tiveram sua expressao aumentada na superficie
das células transfectadas com RNA total, foram as moléculas de classe | do MHC. Esse
aumento, porém, foi observado apenas nas células linhagem MCF-7 (Figura 35), e
mesmo quando essas células foram transfectadas apenas com mRNA para GFP (Figura
36). Sabe-se que a expressao de moléculas de classe | do MHC pode ser aumentada
guando uma célula sofre infeccao por virus, por meio da producéo de interferon do tipo |
(IFN-a e IFN-B) induzida pelo reconhecimento de RNA de dupla fita de origem viral
(BIRON, 2001). A transfeccdo de RNA de fita simples de origem viral também € capaz de
aumentar a expressao de moléculas de classe | do MHC (SUZUKI, YANAGI, et al.,
2002). O aumento de HLA-ABC observado nas células da linhagem MCF-7 parece ser
devido ao processo de transfeccdo em si, e ndo a presenca dessas proteinas no RNA
transfectado. De fato, mecanismo similar foi descrito em células de linhagens tumorais
transfectadas com DNA, mesmo na auséncia de sequéncias especificas para as
moléculas de classe | do MHC (FOX, DRURY, et al., 1998).

Sendo assim, como nado foi possivel encontrar uma proteina que tivesse sua
expressdo aumentada devido ao aumento de seu mMRNA no interior da célula, um
experimento foi feito para verificar se os mMRNAs realmente podiam ser traduzidos e
expressos na célula receptora. Para isso, células da linhagem MDA-MB-231
transfectadas com mRNA para GFP tiveram seu RNA total extraido e transfectado em
novas células da linhagem MDA-MB-231. Parte das células que receberam esse RNA
foram capazes de expressar essa proteina, mostrando que os RNAs séo capazes de ser
traduzidos na célula receptora (Figura 37). De fato, a transfeccdo de RNAs tumorais em
células dendriticas ja foi reportada como sendo capaz de fazer com que as DCs
expressem antigenos tumorais (GRUNEBACH, MULLER, et al., 2003; NENCIONI,
MULLER, et al., 2003). Porém, a literatura carece de ensaios de transferéncia de RNA
em ceélulas tumorais, sendo observada a expressdo proteica apenas em casos de
transducao viral com DNA contendo proteinas de interesse (ANTONIA, SEIGNE, et al.,
2002).

O proximo passo do trabalho foi avaliar o processo de amplificacdo e transcri¢cdo
in vitro de mRNAs. Foi possivel observar um alto potencial de amplificacdo desse

processo, uma vez que, com os dados obtidos da amplificacdo, calcula-se que seria
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possivel obter 10.000 vezes a quantidade inicial de RNA caso o processo fosse feito com
todo o RNA disponivel. Com relacdo ao tamanho dos fragmentos amplificados, observou-
se um viés para amplificacdo de fragmentos pequenos. O tamanho médio do mRNA de
células Hela, uma linhagem de células tumorais humanas, € de aproximadamente 1.400
pb, estando, em sua maioria, distribuidos proximo da banda correspondente ao rRNA
18S, que tem tamanho de 1.900 pb em humanos (SOMMER, COHEN, 1980). Porém, foi
possivel observar que a PCR amplificou, em sua maioria, sequéncias pequenas de
cDNA, apresentando uma banda forte por volta de 200 pb (Figura 38). Esse efeito pode
ter sido devido ao fato de que, em uma reacado de PCR complexa, ou seja, que amplifica
fragmentos de tamanhos muito distintos, existe uma amplificacdo mais eficiente de
fragmentos menores, que acabam aumentando sua representatividade apos a reacao
(SHAGIN, LUKYANOV, et al., 1999). Isso pode fazer com que alguns mRNAs
especificos, que estavam presentes na amostra inicial, ndo estejam presentes na mesma
concentragdo apos 0 processo, ou até mesmo estejam ausentes.

ApoOs o processo de transcricdo, foi possivel observar um rastro de material
genético compreendendo desde moléculas pequenas, até moléculas com tamanhos
superiores a 5.000 bp (tamanho correspondente a banda 28S em humanos). Logo,
apesar do padrédo da PCR, quantidades significativas de mRNAs longos apareceram
apos o processo de transcricdo in vitro. Porém, ainda assim foi possivel verificar a perda
de mRNAs especificos para algumas moléculas apos a amplificacao (Figura 39).

Em seguida, o mRNA amplificado do RNA total da SK-BR-3 foi transfectado em
células da linhagem MCF-7 e MDA-MB-231. Foi observado uma grande toxicidade nos
grupos tratados com o0 mMRNA amplificado e nenhuma expressao de GFP foi observada
(Figuras 40 e 41). A modificacdo das condi¢des de transfeccéo, incluindo o uso de uma
guantidade muito pequena de mMRNA, nao foi capaz de diminuir a citotoxicidade
observada nas células. Alguns protocolos de transfec¢cdo de DCs com mRNA amplificado
obtido de células tumorais incluem um passo de retirada das proteinas utilizadas no
processo de amplificacdo (BOCZKOWSKI, NAIR, et al., 2000). Porém, mesmo retirando
as proteinas por um processo de extracdo com trizol, ndo foi possivel observar melhora

na eficiéncia da transfeccdo do mRNA amplificado.
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Dado que, apds o processo de amplificacdo, houve uma mudanca no tamanho
médio dos acidos nucleicos, foi avaliado se a citotoxicidade observada na transfeccao
era devido a alguma das fracbes de tamanho do mRNA amplificado. De fato, a
transfeccdo da fracdo contendo os menores fragmentos reproduziu os efeitos
encontrados com a transfeccdo do mRNA amplificado, enquanto observou-se expressao
de GFP e menor citotoxicidade quando as células foram transfectadas apenas com o0s
maiores fragmentos do mRNA amplificado (Figura 43). Intrigantemente, ao separar as
fracOes antes da amplificacdo por PCR, observou-se a formacéo da banda de 200 kb nas
trés fracbes apdés a PCR, e os trés fragmentos gerados por esse protocolo foram
citotoxicos para as células transfectadas. Esses pequenos fragmentos sdo, portanto, o
provavel causador dos efeitos indesejaveis da transfeccdo do mRNA amplificado
descritas nesse trabalho.

A presenca de fragmentos pequenos ap6s a PCR, mesmo quando o produto
inicial foi separado de modo a conter apenas fragmentos grandes, mostra que,
provavelmente, algum outro efeito esta acontecendo durante a PCR, além da provavel
amplificacdo preferencial de fragmentos pequenos. Uma possivel causa do aparecimento
desses fragmentos pode ser devido a baixa processividade (50 a 80 nucleotideos) da
enzima Taq polimerase, utilizada nesse protocolo (MERKENS, BRYAN, MOSES, 1995).
A processividade € a capacidade da DNA polimerase de copiar um template de DNA sem
se dissociar do mesmo, sendo o namero relacionado a quantidade de nucleotideos que
sdo colocados a cada ligacdo da enzima ao template (ZHUANG, Al, 2010). Sendo assim,
€ possivel que, durante o processo de amplificacdo, o cDNA néo consiga ser copiado até
o final, devido a quantidade de vezes que a enzima precisa se associar a fita, formando
assim o0s pequenos fragmentos observados. Uma observagdo que corrobora essa
hipotese é a formagdo da mesma banda de 200 pb na amplificacdo apenas do mRNA
para GFP (Figura 44). Esse RNA amplificado ndo foi capaz de gerar expressédo de GFP
nas células, mostrando que sua integridade foi comprometida durante o processo.

Sendo assim, alteragcbes foram feitas na ciclagem da PCR, de modo a diminuir a
guantidade de fragmentos néo integros. Essas modifica¢cdes foram, de fato, capazes de
melhorar o produto de PCR, de modo que este apresentou bandas maiores e auséncia

da banda de 200 pb tanto utilizando RNA total, quanto utilizando apenas o RNA para
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GFP como template (Figura 45 e 46). Porém, apenas ao se modificar também o processo
de transcrigdo in vitro, foi possivel obter um mRNA para GFP amplificado que apresentou
apenas uma banda em gel de agarose e foi capaz de, quando transfectado, gerar células
gue expressavam GFP (Figuras 47 e 48).

Por ultimo, mRNAs das células tumorais foram amplificados com o protocolo
alterado. O produto da amplificacdo apresentou um padrédo em gel de agarose bem
diferente do encontrado anteriormente (Figura 49). Além disso, uma analise da
composicdo do RNA amplificado mostrou a presenca de mRNAs para diversas proteinas,
tendo, alguns deles, aumentado e outros diminuido a representatividade apos
amplificacdo (Figura 50). A mudanga na composicdo do mRNA, apds amplificagdo, é
esperada, ja tendo sido descrito na literatura tanto aumento (no caso do antigeno PSA)
guanto diminuicdo (no caso de B-actina) de mRNAs especificos, apdés amplificacdo, em
duas diferentes situagbes (BOCZKOWSKI, NAIR, et al., 2000; HEISER, MAURICE, et al.,
2001).

O mRNA amplificado por esse protocolo, porém, ndo foi capaz de aumentar a
expressdo das moléculas testadas, quando transfectado em células tumorais. Esses
resultados ndo excluem a possibilidade de que parte desse material pode estar sendo
traduzido e apresentado como antigeno. A maioria dos artigos publicados na literatura
ndo mostra a presenca da proteina apés transfeccdo, e sim apenas a resposta de
linfocitos T citotoxicos induzida pelas DCs transfectadas (BERGANT, MEDEN, et al.,
2006; NI, RICHMOND, et al., 2008). Apesar disso, tais resultados mostram que, talvez,
novas modificacbes no protocolo de amplificacdo sejam necessarias para melhorar a
gualidade do mRNA obtido.

Portanto, os resultados aqui apresentados mostram que as células dendriticas
diferenciadas in vitro podem ser fundidas com células tumorais por um processo de
eletroporacédo, gerando hibridos que sdo capazes de estimular uma resposta imune
antitumoral antigeno-especifica. Por outro lado, é possivel amplificar o mRNA presente
em células tumorais e transfectar esse produto em células de linhagens tumorais, apesar

de ajustes nesses protocolos ainda serem necessarios.
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Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que:

Hibridos de células dendriticas e células tumorais expressam moléculas de classe
| do MHC provenientes das duas células, além de moléculas de co-estimulo,
sendo, portanto, potencialmente capazes de apresentar antigenos tumorais em

um contexto imunogénico.

Linfécitos T podem ser estimulados por hibridos de células dendriticas e células
tumorais a se diferenciarem e proliferarem e, aparentemente, os linfocitos T assim
estimulados apresentam menor expressdo de Foxp3 do que os estimulados

apenas com a mistura dos dois tipos celulares.

Hibridos de células dendriticas e células tumorais sdo capazes de induzir uma
resposta imune antigeno-especifica, ou seja, induzir uma expansao clonal

linfocitaria de linfocitos capazes de responder contra o antigeno.

Hibridos de células dendriticas e células tumorais parecem continuar sendo
capazes de processar e apresentar novos antigenos apés 0 processo de

eletroporacéo.

RNA total de uma célula pode ser transfectado em outra, levando ao aumento da
guantidade de mRNA especifico para algumas moléculas e podendo levar a

expressao de novas moléculas pela célula transfectada.

Um mRNA pode ser amplificado por um processo complexo, gerando novas
moléculas de mRNAs integras que podem ser traduzidas e gerar, quando

transfectadas em uma célula, a proteina que este mMRNA codifica.

Uma amostra complexa com diferentes mRNAs também pode ser amplificada,
mas diferencas na quantidade de cada mRNA podem ser observada apés a
amplificagéo.
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e O processo de amplificacdo de mRNA total obtido de células tumorais precisa ser
aperfeicoado, uma vez que ndo se observou expressao de proteinas contidas na

amostra amplificada, quando esta foi transfectada em outras células.

Sendo assim, conclui-se que a metodologia proposta por esse trabalho é uma
estratégia promissora, que merece ser explorada, mas que ainda necessita
aperfeicoamento para que se consiga expressao suficiente de antigenos codificados pelo
MRNA extraido das células tumorais dos pacientes nas células hibridas dendriticas-

tumorais.
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