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RESUMO

FOGOLIN, C. S. Células Dendriticas Derivadas de Mondcitos e Indices Hematol6gicos
em Pacientes com Glioblastoma Submetidos a Imunoterapia. 2023. 146 f. Dissertacdo de
Mestrado do Departamento de Imunologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sédo Paulo, S&o Paulo, 2023.

Glioblastoma (GBM) é o tumor do sistema nervoso central (SNC), mais invasivo,
indiferenciado, agressivo e comum em adultos. O tratamento padrdo consiste na ressec¢éo
cirdrgica maxima seguida de quimioterapia e radioterapia concomitantes, e mesmo assim a
sobrevida mediana dos pacientes € de apenas 15 meses, em muitos casos com baixa qualidade
de vida. Esse quadro indica a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, dentre as quais, a imunoterapia baseada em células dendriticas (DC) € uma boa
candidata, devido a sua capacidade unica de ativar linfécitos T. Uma dessas abordagens esta
sendo testada em nosso laboratério, usando DC alogeneicas para vacinar 0s pacientes — em
substituicdo as DC auto6logas, potencialmente disfuncionais. As DC sao fusionadas com células
do tumor do paciente, que fornecem os antigenos e 0 MHC autdlogo. Esta estratégia ja se
mostrou eficaz em reverter o estado disfuncional das DC no melanoma e no carcinoma renal,
aumentando sua capacidade de ativar linfocitos T CD4+ e CD8+. Para avaliar se esse fenbmeno
também acontecia nos pacientes com GBM, DC derivadas de mondcitos (mo-DC) de pacientes
foram produzidas em varios momentos (antes da cirurgia, apos a cirurgia e antes de cada dose
da vacina), e sua capacidade de estimular a proliferagdo de linfdcitos T alogeneicos de doadores
saudaveis foi avaliada. As analises encontraram uma grande variabilidade, tanto na resposta
individual dos pacientes, quanto entre as doses das vacinas. Apesar da heterogeneidade das
respostas, alguns fendbmenos interessantes foram observados: houve um declinio na capacidade
de estimulagdo dos linfocitos T CD4+ e CD8+ depois da cirurgia, sugerindo que ja a retirada
do tumor pode mudar o status do sistema imune; frequentemente a capacidade de estimulacéo
dos linfocitos T aumentou no inicio da imunoterapia (entre a 22 e a 42 coletas), mas esta nao se
sustentou. O fenotipo das mo-DC, embora avaliado em nimero baixo de amostras, mostrou
uma tendéncia para células com baixa atividade estimuladora, mas ndo tdo nitidamente quanto
0 que foi visto em tumores renais e de mama. Além disso, mulheres e homens responderam de
forma diferente, com os homens apresentando DC com maior capacidade aloestimuladora nas
coletas iniciais e as mulheres com respostas maiores nas coletas mais tardias, sendo necessario,
porém, confirmacdo desta tendéncia em numero maior de pacientes. As razles
granuldcitos:linfécitos e plaquetas:linfocitos, que em determinadas neoplasias tem mostrado
correlacdo com a evolugéo clinica, em nossos pacientes também variaram entre as coletas, mas,

de modo geral pdde-se notar associacdo entre menores indices e maiores sobrevidas dos



pacientes. Assim, observamos que a cirurgia, agudamente, e a imunoterapia, cronicamente,
afetam a funcdo linfo-estimuladora das mo-DC dos pacientes. Entretanto a grande
heterogeneidade dos resultados impede que se conclua definitivamente quanto a seus efeitos e
quanto a sua correlagdo com a evolucéo clinica dos pacientes.

Palavras-chave: Glioblastoma. Imunoterapia. Mo-DC. Razdo Granulécitos:Linfécitos.

Razao Plaquetas:Linfdcitos.



ABSTRACT

FOGOLIN, C. S. Monocyte-derived Dendritic Cells and Hematological Indexes in
Glioblastoma Patients Who Underwent Immunotherapy. 2023. 146 f. Master thesis of the
Departament of Immunology — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sédo Paulo, 2023.

Glioblastoma (GBM) is the most invasive, undifferentiated, aggressive, and common
central nervous system (CNS) tumor in adults. The standard treatment consists of maximum
surgical resection followed by concurrent chemotherapy and radiotherapy, yet the median
survival of patients is only 15 months, often with poor quality of life. This scenario indicates
the need for the development of new therapeutic approaches, among which dendritic cell (DC)-
based immunotherapy is a good candidate due to its unique ability to activate T lymphocytes.
This approach is being tested in our laboratory, using allogenic DCs to vaccinate patients -
instead of potentially dysfunctional autologous DCs. The DCs are fused with patient tumor
cells, which provide the antigens and autologous MHC. This strategy has already been shown
to be effective in reversing the dysfunctional state of DCs in melanoma and renal carcinoma,
increasing their ability to activate CD4+ and CD8+ T lymphocytes. To evaluate whether this
phenomenon also occurred in patients with GBM, DCs derived from patient monocytes (mo-
DCs) were produced at various time points (before surgery, after surgery, and before each
vaccine dose), and their ability to stimulate the proliferation of allogenic T lymphocytes from
healthy donors was evaluated. The analyses found a large variability, both in the individual
response of patients and between vaccine doses. Despite the heterogeneity of the responses,
some interesting phenomena were observed: there was a decline in the ability to stimulate CD4+
and CD8+ T lymphocytes after surgery, suggesting that tumor removal alone can change the
status of the immune system; frequently, the ability to stimulate T lymphocytes increased at the
beginning of immunotherapy (between the 2nd and 4th doses), but this was not sustained. The
mo-DC phenotype, although evaluated in a small number of samples, showed a tendency
towards cells with low stimulatory activity, but not as clearly as what was seen in renal and
breast tumors. In addition, men and women responded differently, with men showing DCs with
greater allostimulatory capacity in early doses and women showing larger responses in later
doses, but confirmation of this trend in a larger number of patients is needed. The
granulocyte:lymphocyte and platelet:lymphocyte ratios, which in certain neoplasms have
shown correlation with clinical evolution, also varied between doses in our patients, but, in
general, an association between lower ratios and higher patient survival could be observed.
Thus, we observed that surgery acutely and immunotherapy chronically affect the lympho-



stimulatory function of patients' mo-DCs. However, the great heterogeneity of the results
prevents a definitive conclusion regarding their effects and their correlation with the clinical
evolution of patients.

Keywords: Glioblastoma. Immunotherapy. Mo-DC. Granulocyte-to-lymphocyte ratio.
Platelet-to-lymphocyte ratio.



1. INTRODUCAO

Nos dias de hoje, um dos maiores problemas de saide publica do mundo é o cancer, que
ja estd entre as principais causas de morte em varios paises (MINISTERIO DA SAUDE;
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). Para
2020, foram estimados 19,3 milhdes de novos casos de cancer no mundo (Figura 1A) e 592 mil
casos no Brasil (Figura 1B), com uma mortalidade estimada de 9,96 milh6es mundialmente
(Figura 1C) e 260 mil mortes no Brasil (Figura 1D). Esses niUmeros podem ser ainda maiores
se levarmos em consideracdo que a pandemia afetou significativamente o rastreamento de
novos casos (CANCINO et al., 2020; LUU, 2022; RIBEIRO; DE MIRANDA CORREA,
MIGOWSKI, 2022). Além disso, as proje¢des da OMS (Organizacdo Mundial da Saide) para
2040 apontam para nimeros ainda maiores, com 28,9 milhdes de casos e 16,2 milhdes de mortes
mundialmente (Figuras 1A-C) e 995 mil casos e 470 mil mortes no Brasil (Figura 1B-D), o que
ressalta a importancia de maiores estudos na &rea, para desenvolver novas plataformas e

abordagens terapéuticas para 0s varios tipos de cancer.
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Figura 1 — Incidéncia e Mortalidade por Cancer em 2020 e 2040, no Mundo e no Brasil. As mudancas
demograficas dizem respeito ao aumento esperado pela incidéncia relativa. Adaptado de CancerTomorrow/IARC
—WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).



Fazendo um recorte para o cancer no Cérebro e Sistema Nervoso Central (SNC), a
estimativa mundial para 2020 era de 308 mil novos casos, com uma mortalidade de 251 mil
pessoas (Figura 2A-C), e para o Brasil de 12,3 mil novos casos, com uma mortalidade de 10,9
mil pessoas (Figura 2B-D).

Quando consideramos as projecdes para 2040, os nimeros s6 aumentam: estima-se uma
incidéncia de 415 mil e 18,8 mil novos casos no mundo e no Brasil, respectivamente (Figura
2A-B) e uma mortalidade de 354 mil e 17,3 mil no mundo e no Brasil, respectivamente (Figura
2C-D). Assim, uma vez que o cancer de cérebro e SNC configuram entre os dez mais incidentes
em todas as regides brasileiras (MINISTERIO DA SAUDE; INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019) e apresenta alta taxa de mortalidade,
é importante entender melhor a biologia desses tumores para que seja possivel trabalhar em

melhores abordagens de tratamento.
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Figura 2 - Incidéncia e Mortalidade por Cancer de Cérebro e SNC em 2020 e 2040, no Mundo e no Brasil.
As mudancas demograficas dizem respeito a0 aumento esperado pela incidéncia relativa. Adaptado de
CancerTomorrow/IARC — WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).



Desse modo, o presente trabalho tem como foco o tumor cerebral que apresenta maior
malignidade, o Glioblastoma (GBM), sendo ele responsavel por aproximadamente 50,1% dos
tumores cerebrais malignos, com uma incidéncia de 3,6/100,000 habitantes e com uma
sobrevida baixa, com apenas 6,9% dos pacientes diagnosticados sobrevivendo 5 anos apés o
diagnostico (OSTROM et al., 2022). Avaliamos, em pacientes submetidos a tratamento com
imunoterapia de células dendriticas derivadas de mondcitos (mo-DC) alogeneicas, em
diferentes momentos, alteracdes fenotipico-funcionais nas mo-DC dos pacientes e as razdes
granuldcitos:linfocitos e plaquetas:linfécitos no sangue, procurando sua eventual relagdo com

a sobrevida dos pacientes.

1.1 Classificagdo dos Gliomas

Glioma é o termo geral utilizado para descrever tumores do SNC, e engloba 80% de todos
os tumores cerebrais. Os gliomas séo divididos, atualmente, em 5 familias: (1) Gliomas difusos
de adultos (que compreendem a maioria dos tumores cerebrais primarios em adultos, como por
exemplo o Glioblastoma, IDH — Isocitrato Desidrogenase — wildtype ); (2) Gliomas difusos de
baixo grau pediatricos (em geral de bom prognostico); (3) Gliomas difusos de alto grau
pediatricos (em geral agressivos); (4) Gliomas astrociticos circunscritos (com “circunscrito”
sendo referente a um padrdo de crescimento mais “sélido”, em oposi¢do aos gliomas difusos
das categorias 1, 2 e 3); e (5) Ependimomas (agora classificados por area e também por
caracteristicas histologicas e moleculares) (LOUIS et al., 2021). Além dos Gliomas, no SNC
ainda temos tumores glioneurais e neuronais (um grupo diverso de tumores, onde héa
diferenciacdo neuronal) e tumores do plexo coroide (LOUIS et al., 2021).

Refletindo a complexidade e insuficiéncia das classificacBes disponiveis para 0 GBM, ha
uma classificacdo baseada em dados do TCGA (do inglés, The Cancer Genome Atlas),
subdivindo o GBM, de acordo com critérios moleculares, em: Proneural, Neural, Classico e

Mesenquimal (NETWORK et al., 2008). Esta classificacdo € baseada principalmente na analise



dos genes: EGFR (do inglés, Epidermal Growth Factor Receptor), NF1 (do inglés,
Neurofibromin 1), PDGFRA (do inglés, Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha) e
IDH1, sendo que é possivel identificar assinaturas genéticas especificas para os subtipos
Proneural, Classico e Mesenquimal enquanto o subtipo Neural ndo apresenta uma caracteristica
genética Unica (CLOUGHESY; CAVENEE; MISCHEL, 2014; VERHAAK et al., 2010). Estas
classificagBes buscam identificar parametros relevantes para determinar a evolucao clinica da
doenca e resposta a terapia, entretanto, o comportamento clinico do GBM continua a ser dificil
de prever. H& dados mostrando, por exemplo, que o subtipo Classico responde melhor ao
tratamento de quimioterapia associada com radioterapia e que o subtipo Proneural, ndo o faca
(VERHAAK et al., 2010). Também, Prins e colaboradores (2011) demonstraram, atraves de
um estudo de fase 1, no qual 23 pacientes com GBM apresentando diferentes subtipos
moleculares foram tratados com uma vacina autéloga de células dendriticas pulsadas com lisado
tumoral, em conjunto com agonistas de TLR (do inglés, Toll-like receptor), que os pacientes
com o subtipo Mesenquimal apresentaram melhor resposta, o que ilustra o potencial do estudo
dos diferentes subtipos para determinacdo da resposta a terapia(PRINS et al., 2011). Entretanto,
um estudo de Single Cell RNA-seq feito por Patel e colaboradores (2014), no qual foram
avaliadas 430 células de cinco GBM primérios, demonstrou que as populacGes celulares dos
tumores eram heterogéneas, com a presenca de células com caracteristicas de todos os subtipos
(Mesenquimal, Classico e Proneural) em um mesmo tumor, inclusive com a presenca de células
em estado de células-tronco (PATEL et al., 2014).

O padrdo atual para a nomenclatura e diagnéstico dos gliomas é a classificagdo da OMS
(LOUIS et al., 2021), recentemente modificada. Antes, classificavam-se 0s tumores em graus
de I a IV, com numeros romanos, de acordo com critérios de malignidade, determinados por
caracteristicas histologicas, porém, as novas diretrizes optaram por uniformizar os termos

utilizando ndmeros arabicos, de 1 a 4, como ja é feito para os outros o6rgdos (LOUIS et al.,
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2021). Os graus antes buscavam aproximar o comportamento clinico de tumores diferentes,
sendo que tumores de grau 1 eram aqueles operaveis e de progndstico mais favoravel e os de
grau 4 eram aqueles altamente malignos e que levavam a morte em um curto periodo pela falta
de terapias eficazes. Agora, os graus estdo relacionados as caracteristicas histoldgicas-
moleculares de cada tumor, a fim de enfatizar as similaridades bioldgicas dentro dos tipos de
tumores, desse modo, tumores como o Astrocitoma agora podem ser de grau 2, 3 ou 4. Além
de também entrar em concordancia com a categoriza¢do em graus da OMS de outros tumores
que ndo sdo do SNC, os quais j& utilizam esse sistema de categorizacdo (LOUIS et al., 2021).

Além disso, 0 GBM (sigla derivada de Glioblastoma Multiforme, o nome usado até
recentemente para designar esta neoplasia) era, até 2021, o Unico glioma de grau 4, o tumor
cerebral mais agressivo, invasivo, indiferenciado e frequente em adultos (aproximadamente
50,1% dos tumores cerebrais) (LOUIS et al., 2016; ROCK et al., 2012). Porém, com a mudanga
na nomenclatura, os tumores previamente classificados como “GBM com o gene IDH mutado”
ou “secundarios”, e que correspondiam a cerca de 10% dos GBM passaram a ser classificados
como Astrocitomas de grau 4, ndo estando mais inseridos na categoria de GBM (LOUIS et al.,
2021). Esta mudanga se deve ao fato de que, muito frequentemente, tais tumores vém da
evolucdo de Astrocitomas difusos ou anaplasicos em pacientes mais jovens (OHGAKI;
KLEIHUES, 2013), conferindo-lhes, portanto, uma histéria biolégica bastante distinta dos
GBM (tais como hoje definidos).

Com excecdo da idade e da radiacéo ionizante, outros fatores de risco para 0 GBM néo
sdo bem conhecidos (ELLOR; PAGANO-YOUNG; AVGEROPOULOQS, 2014; WELLER et
al., 2015). Sabe-se que ele afeta mais homens do que mulheres (em uma proporcéo de 1,6:1),
além de serem mais comuns em brancos do que em negros (2:1) (OSTROM et al., 2014). A
maioria dos tumores se desenvolve no lobo frontal (25,8%), temporal (19,7%) e parietal

(12,2%), sendo que tumores no lobo occipital (3,2%), cerebelo (2,9%), tronco cerebral (4,2%)
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e medula espinal (4,3%) sdo mais raros (OSTROM et al., 2014). Aproximadamente metade dos
GBM em adultos se infiltram para mais de um lobo e aproximadamente 5% crescem de forma
multifocal (DJALILIAN; SHAH; HALL, 1999).

As principais caracteristicas histologicas do GBM sdo a presenca de necrose e
proliferacdo microvascular, além de anaplasia, altos niveis mitéticos e invasdo (LOUIS et al.,
2016). Do ponto de vista genético-molecular, caracteristicas relevantes sdo: a mutacdo no
promotor de TERT (transcriptase reversa da telomerase), amplificagdo do EGFR e alteragédo no
numero de cdpias cromossémicas (+7/-10) (LOUIS et al., 2021).

Dessa forma, mesmo com as varias tentativas de otimizar as classificacdes do GBM,
parece ainda ndo ser possivel classificar bem esta doenca, algo que seria, idealmente, um passo
essencial na tradugdo do conhecimento basico para a clinica. Portanto, embora se tenha retirado
a expressao do nome oficial do tumor, cada vez mais se confirma o padrdo “multiforme” desta

neoplasia.

1.2 O microambiente tumoral e as células do sistema imune no GBM

Um importante aspecto das neoplasias e que contribui para a heterogeneidade do GBM,
além das mutacdes e dos fatores genéticos, € o microambiente tumoral (TME, do inglés Tumor
Microenvironment), com todos os seus componentes fazendo parte da dindmica do tumor. O
TME é composto por células imunes, células estromais, fatores sollveis que agem como
moléculas de sinalizacéo, as préprias células do GBM e a matriz extracelular (MEC) (Figura 3)
(DAPASH et al., 2021). A dindmica desses componentes contribui para o estabelecimento de
regibes de necrose, hipdxia, invasdo no parénquima, proliferacdo vascular e resisténcia a

quimioterapicos (DECORDOVA et al., 2020).
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Figura 3 — O microambiente tumoral do GBM. Adaptado de: DAPASH et al., 2021

Apesar da infiltracdo de células imunes como linfdcitos T, linfocitos B, macrofagos, DC
(Célula Dendritica) e células Natural Killer (NK), com suas fungdes descritas resumidamente
na figura 4, o GBM ¢ considerado um “tumor frio”, devido & condi¢do altamente

imunossupressora de seu microambiente (DAPASH et al., 2021).
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Figura 4 — Resumo dos componentes do microambiente tumoral do GBM. Adaptado de: (DAPASH et al.,
2021)

O TME do GBM apresenta caracteristicas Unicas, inerentes ao proprio SNC. As principais
caracteristicas sdo: o microambiente ja fisiologicamente imunossupressor, o que modifica as
células imunes efetoras nele presentes; e a barreira hematoencefalica (BHE), que embora
alterada no GBM, sendo descrita com maiores detalhes nas se¢des seguintes, contribui ainda
mais para a seletividade das moléculas e células que entram no SNC. Afora as peculiaridades
do SNC, o TME do GBM apresenta caracteristicas ja observadas em outros tipos tumorais,
como no cancer de mama (MEHRAJ et al., 2021; SOYSAL; TZANKOV; MUENST, 2015),
no cancer gastrico (OYA; HAYAKAWA; KOIKE, 2020; ROJAS et al., 2020) e no cancer de
colon (ANGELL et al., 2020; JAHANAFROOZ et al., 2020). As principais sdo: a propria
infiltracdo de células imunes, a MEC e suas interacdes com as células tumorais e as células-

tronco tumorais. Em conjunto, estas caracteristicas contribuem para o estabelecimento de um
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microambiente desafiador e Unico, constituindo um obstaculo para o desenvolvimento de
tratamentos efetivos e de imunoterapias eficazes.

1.2.1 A Matriz Extracelular (MEC) e a agressividade do GBM

A MEC tem papel essencial na fisiologia do SNC, todavia, aqui, ser4 abordada,
essencialmente, em sua relagdo com o GBM. Sabe-se que a MEC comp0de aproximadamente
20% do peso do cérebro humano adulto, e é composta principalmente por proteoglicanos,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos, colageno e proteinas fibrosas de matriz (LAM et al., 2019;
MOUW; OU; WEAVER, 2014). A MEC regula as células tronco neurais, a migra¢do neuronal,
a formacdo de ax6nios e de suas bainhas de mielina, além da formacéo das sinapses (BARROS;
FRANCO; MULLER, 2011). Enquanto nos demais tecidos ela é sintetizada principalmente
pelos fibroblastos e células mesenquimais, no cérebro sdo proprios neurdnios e células da glia
0s responsaveis por sua sintese e estruturagdo (BARROS; FRANCO; MULLER, 2011).

Ao longo do estabelecimento dos tumores, a MEC passa por mudangas em sua
composicdo, baseado no tipo celular de origem. No caso do GBM, a MEC aumenta, fica mais
enrijecida, e isso se da pela secrecdo de componentes da matriz como o acido hialurdnico,
fibronectina, trombospondina e tenascina-C, pelas células do glioma, aumentando assim a
participacdo da MEC no volume total do tumor (BELOUSOV et al., 2019; WANG et al., 2021,
ZAMECNIK, 2005). O &cido hialurénico e a fibronectina também aumentam a motilidade e
invasividade das células do glioma, o que se atribui ao fato de as células neoplésicas
expressarem receptores, como 0 CD44 (do inglés, Cluster of Differentiation 44), que pode se
ligar ao acido hialurénico e facilitar a migracao da célula pela MEC (BELOUSOV et al., 2019;
KOOCHEKPOUR; PILKINGTON; MERZAK, 1995). A molécula do CD44 também pode se
ligar a metaloproteinase de matriz (MMP) 9, ativando-a e levando a degradacdo do colageno
do tipo IV, contribuindo, assim, para a alta invasividade do GBM (YU; STAMENKOVIC,

1999).
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Embora alguns autores (Figura 4) incluam células como componentes da MEC, 0 mais
apropriado seria considera-las como fontes de componentes desta. Entre estas células, um tipo
que tem sido associado a agressividade do GBM é a célula mesenquimal estromal (MSC, do
inglés mesenchymal stomal cell). As MSC, interagindo com as células tumorais, secretam uma
variedade de citocinas como CXCL1 (C-X-C motif ligand 1), CXCL2, CXCL12, IL-6
(interleucina-6), MMP e fatores de crescimento que tem papéis demonstrados no escape do
sistema imune, na sobrevivéncia e no crescimento tumoral, através da degradagdo da MEC e
promogédo da migracdo tumoral (BEHNAN et al., 2014, 2016; BERGFELD; DECLERCK,

2010; PIETROBONO et al., 2020).

1.2.2 Barreira Hematoencefalica (BHE)

A BHE é outro fator que influencia significativamente o TME. Esta barreira regula a
entrada e saida de células do sistema imune, patdgenos e moléculas provenientes do sangue,
funcionando, assim, como uma primeira protecao ao cérebro (DAPASH et al., 2021). A BHE
é composta de células endoteliais (CE) ndo fenestradas, conectadas por juncdes de ocluséo,
circundadas por pericitos e pelos prolongamentos terminais dos astrécitos (BECHMANN;
GALEA; PERRY, 2007; DESLAND; HORMIGO, 2020). Juntamente com 0S outros
componentes do SNC, como o sistema linfatico, neurénios, astrocitos e microglia, a BHE
contribui para o estabelecimento de um sistema “anti-inflamatorio” no cérebro, uma barreira
evolutiva desenvolvida para proteger os neurdnios de danos irreversiveis potencialmente
causados pela inflamacdo (DESLAND; HORMIGO, 2020). Por conta da BHE, ndo s6 o fluxo
celular para o SNC ¢ limitado, mas também ocorre baixa penetracdo de farmacos, o que,
frequentemente, leva a reducdo da eficadcia da quimioterapia contra neoplasias no SNC
(DESLAND; HORMIGO, 2020).

No GBM, entretanto, a BHE é bastante comprometida pelo préprio crescimento do tumor,

inflamacdo local e aumento da vascularidade (DUBOIS et al., 2014; WOLBURG et al., 2012).
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Neste ponto, merece mencgédo o fato de que o que contribui para a formagdo de novos vasos
sanguineos no TME do GBM parece ser o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do
inglés vascular endothelial growth factor), que é ali encontrado em maior concentragdo
(DAPASH et al., 2021). O VEGF também tem acdo no sistema imune, reduzindo a expressdo
da molécula de adesao intracelular 1 (ICAML1, do inglés, intracelular adhesion molecule 1) e
da molécula de adesdo vascular celular 1 (VCAML1, do inglés, vascular cell adhesion molecule
1), causando uma redugdo no extravasamento das células imunes no SNC (MOMENY et al.,
2017; YANG; YAN; LIU, 2018). Por conta disso, a utilizacdo do Bevacizumab, um anticorpo
monoclonal inibidor do VEGF, foi proposta como tratamento para 0 GBM; entretanto, mesmo
que promissora teoricamente, seus efeitos na clinica foram menores do que o esperado (DIAZ
etal., 2017; KIM; UMEMURA; LEUNG, 2018; REARDON et al., 2020; WICK et al., 2017).

Seja como for, no GBM a BHE fica comprometida e menos seletiva no controle de
entrada e saida de células e substancias no SNC. A maior facilidade de penetracdo de
substancias poderia ser vantajosa, quando se considera a intervencdo farmacoldgica para o
tratamento do GBM, mas isto dependeria da disponibilidade de farmacos ativos contra esta
neoplasia, que, todavia, sdo poucos. Da mesma forma, a facilidade de infiltracdo celular no
GBM poderia facilitar a acdo do sistema imune contra a neoplasia, mas, novamente, essa
vantagem tedrica dependeria da existéncia, na circulagio de células efetoras eficazes contra o
tumor. Na verdade, porém, o que parece predominar no GBM ¢é a infiltracdo de macro6fagos,
principalmente nas areas de necrose do tumor, onde o baixo fluxo sanguineo e baixa
oxigenacdo, determinam a formacdo de areas de hipoxia, que levam os macrofagos a assumir
um fenotipo imunossupressor e, portanto, facilitador do crescimento tumoral (GUO et al.,

2016; WANG et al., 2016).
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1.2.3 Células Residentes do SNC

As células residentes no SNC sdo os neurbnios, astrécitos, oligodendrdcitos e microglia.
De modo geral, os astrdcitos sdo responsaveis pela manutencédo da BHE, os oligodendrocitos
pela mielinizagdo dos ax6nios e a microglia pela imunovigilancia (JAKEL; DIMOU, 2017).

Uma das fungdes dos astrdcitos ¢ agir como uma barreira “final” para a entrada de
linfécitos T no SNC, através dos seus prolongamentos terminais, os quais formam a glia
limitante. A glia limitante expressa FasL (ligante de Fas), que, ao se ligar ao seu receptor Fas,
presente na membrana dos linfécitos T ativados, € um potente indutor de apoptose
(BECHMANN et al., 1999). Concomitantemente a sua funcéo junto a BHE, os astrocitos séo
responsaveis por manter o estado anti-inflamatorio no SNC, através da producdo de TGF-p
(Fator de Crescimento Transformador B), agindo assim para a supressdo de linfocitos T e para
a formacéo de linfocitos T reguladores (Treg) (HICKEY, 2001). Juntamente com 0s astrécitos,
os neurdnios também agem secretando fatores que contribuem para a manutencao desse estado,
como o proprio TGF-p e expressando moléculas como a CD200 (de forma constitutiva), a qual
se liga com seu receptor CD200R, inibindo células mieloides, linfdcitos e células da glia (LIU
et al., 2020; MANICH et al., 2019; NGWA; LIU, 2019), fazendo com que haja poucos
linfécitos diretamente no parénquima cerebral e mais vigilancia no espaco perivascular
(HICKEY, 2001; RANSOHOFF; ENGELHARDT, 2012).

A microglia, outro importante constituinte do SNC, sdo células imunes residentes do
cérebro, sendo os unicos glébulos brancos presentes no SNC na homeostase, agindo tanto como
sentinelas imunes, quanto como reguladores da homeostase, limpando debris apoptoticos e
remodelando sinapses ao logo do desenvolvimento do cérebro (COLONNA; BUTOVSKY,
2017). Essas células imunes do SNC possuem niveis basais de MHC-I1 (Molécula de classe Il
codificada pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade) baixos, o que as tornam APC

(Celula Apresentadora de Antigeno) menos eficientes do que as DC, além de possuirem um
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papel de supressdo da ativacdo e proliferacdo de linfocitos T (KRASEMANN et al., 2017),
através da producdo de substancias anti-inflamatérias como a IDO (indoleamina-2,3-
dioxigenase) e o TGF-B (DESLAND; HORMIGO, 2020; KWIDZINSKI; BECHMANN,
2007).

No GBM estabelecido, as células da glia sofrem alteracdes e tem suas fun¢des subvertidas
a favor do crescimento tumoral, sendo mais importante nesse contexto 0s astrécitos e a
micrdglia. Primeiramente, os astrocitos saudaveis sao deslocados pelos astrocitos associados ao
tumor, enfraquecendo a BHE (DAPASH et al., 2021). Além disso, as células tumorais induzem
os astrocitos a expressarem PD-L1 (Programmed Death Ligand 1), contribuindo para a
imunossupressdo local no TME (HENRIK HEILAND et al., 2019). Os astrdcitos tambem séo
induzidos a produzir citocinas pro-tumorais, como o TGF-B, IL-10, IL-6 e o IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina-1), impedindo o estabelecimento de respostas imunes
efetoras, potencialmente facilitando a invasdo tumoral (BRANDAO et al., 2019; HENRIK
HEILAND et al., 2019). Estudos em modelos murinos apontam para a capacidade dos astrécitos
associados ao tumor de se conectarem com as células do glioma através da molécula da
conexina-43, formando redes de comunicacéo e infiltracdo do tumor (OSSWALD et al., 2015;
SIN et al., 2015), apontando para mais um possivel alvo de intervencges terapéuticas no GBM.

Outra caracteristica interessante dos astrocitos é sua capacidade de se modificar e formar
uma estrutura similar a uma cépsula, circundando o tumor e formando tecido cicatricial e de
reparo tecidual, agindo como uma rede de fibroblastos (QUAIL et al., 2016). Esse fenbmeno
de escarificacdo, juntamente com a expressdo de PD-L1 pode ser um dos responsaveis pelo
bloqueio da infiltracdo de linfocitos T efetores no TME, contribuindo para o fenotipo de “tumor
frio”, caracteristico do GBM (HENRIK HEILAND et al., 2019; QUAIL; JOYCE, 2017).

Jaamicrdglia é recrutada para o TME por fatores secretados pelas celulas tumorais, como

0 GM-CSF (fator de crescimento de col6nia de granulécitos e macrofagos), SDF-1 (fator
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estromal derivado-1) e GNDF (do inglés, glial cell line-derived neurotrophic fator) (AL-
KHARBOOSH et al., 2020). Uma vez no TME, a micréglia sofre uma espécie de “sequestro”,
onde sua expressao génica é modificada pelas células tumorais do GBM, principalmente através
de nanovesiculas, neutralizando sua capacidade de identificar e eliminar células tumorais,
culminando na supressao da resposta imune local e facilitagdo da progresséo tumoral (MAAS
et al., 2020).

1.2.4 Sistema linfatico do SNC

O SNC ¢ um sitio de imunoprivilégio e, por muito tempo acreditou-se que isto seria
devido a auséncia de drenagem linfatica. Porém, j& no séc. XVIII, Paolo Mascagni havia
descrito um sistema de drenagem linfética através das meninges que foi por muito tempo
esquecido. Somente ha alguns anos houve um redescobrimento dessas estruturas, responsaveis
pela comunicagdo linfatica do SNC com o sistema imune, mesmo nas condi¢des de homeostase
(HARRIS et al., 2014; HSU; SANDOR; FABRY, 2021; LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS,
2015). Através do uso de marcadores para vasos linfaticos, foi possivel observar e caracterizar
esse sistema nas meninges ao longo do SNC (DA MESQUITA; FU; KIPNIS, 2018). Esse
sistema pode drenar macromoléculas presentes no liquido cefalorraquidiano (LCF), e é
composto de vasos linfaticos meningeos dorsais, no seio sagital superior, na confluéncia dos
seios onde se encontram 0s seios transverso e sagital superior, lateralmente ao longo dos seios
transversos, e basais, abaixo do cérebro e na placa cribriforme (Figura 5) (ASPELUND et al.,
2015; DA MESQUITA,; FU; KIPNIS, 2018; ENGELHARDT; VAJKOCZY; WELLER, 2017

LOUVEAU et al., 2015; LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015).
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Figura 5 — Os caminhos da drenagem do liquido cefalorraquidiano (LCR). O LCR flui entre as meninges
aracnoide e pia mater, pode ser drenada para a corrente sanguinea pelas granulagdes aracnoides localizadas ao
longo do seio sagital superior e 0s seios transversos, ou chegar nos vasos linfaticos da mucosa nasal ao atravessar
a placa cribiforme, localizada abaixo dos bulbos olfatdrios, junto dos nervos olfatérios. Adaptado de: (LOUVEAU,;
HARRIS; KIPNIS, 2015)

Estudos em modelos murinos vem sendo conduzidos e as alteragdes no fluxo de linfa
desses vasos parecem estar associadas uma série de doengas do SNC, como a esclerose multipla
(LOUVEAU et al., 2018; HSU et al., 2019), acidentes vasculares cerebrais (YANEV et al.,
2019), traumas cerebrais (BOLTE et al., 2020), doenca de Alzheimer (DA MESQUITA,; FU;
KIPNIS, 2018) e tumores cerebrais (HU et al., 2020; MA et al., 2019; SONG et al., 2020).

Nos modelos murinos de gliomas foi observado que os animais apresentavam um déficit
na drenagem de LCF por esses vasos linfaticos, sendo isso uma das causas para o edema
cerebral, para o isolamento do TME e atenuacdo da capacidade de entrega de medicamentos
(MA et al., 2019). Também se notou que o aumento dessa drenagem modificou a resposta
imune antitumoral, com maior recrutamento de linfocitos T CD8+ para o sitio tumoral (SONG

et al., 2020), além de aumentar a eficacia da terapia com checkpoint inhibithors, com anti-PD-
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1 (do inglés, Programmed Death 1) e anti-CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T-lymphocyte
Associated Protein 4) combinados (HU et al., 2020). Apesar das evidéncias promissoras,
maiores estudos em humanos sdo necessarios para compreender a relacdo desse complexo

sistema com SNC e com o desenvolvimento do GBM.

1.2.5 Células do GBM e células tronco tumorais de glioma (GSC)

As células do GBM sdo uma populacdo bem heterogénea e que necessitam de
comunicagdo com os outros componentes do TME para poderem proliferar e migrar (DAPASH
et al., 2021). Promovendo a angiogénese e atraindo macréfagos e micréglia, que contribuem
para o crescimento do tumor e estabelecimento do TME imunossupressor, uma citocina,
secretada pelas células tumorais, parece ser muito relevante: o CCL2 (ligante de quimiocina 2),
considerada responsavel, também, por atrair Treg e MDSC (célula supressora derivada de célula
mieloide) para 0 TME (CHANG et al., 2016; GROBLEWSKA; LITMAN-ZAWADZKA;
MROCZKO, 2020). Outra quimiocina produzida pelas células neoplasicas, o CXCLS, altera a
MEC, ativando MMP, o que, provavelmente facilita a infiltracdo tumoral, caracteristica do
GBM (CHEN et al., 2019; L1 et al., 2003).

Uma subpopulacéao de células do GBM chama a aten¢éo por sua resisténcia e plasticidade:
as células tronco tumorais de glioma (GSC, do inglés Glioma Stem Cells). As GSC podem
expressar alguns marcadores de superficie, como o CD133, CD15/SSEA (Stage Specific
Embrionic Antigen), CD44 e A2B5, porém sua heterogeneidade dificulta a utilizacdo desses
marcadores para sua identificacdo precisa e uso em abordagens terapéuticas (ANIDO et al.,
2010; DIRKSE et al., 2019; SINGH et al., 2004).

A populacdo CD133+ parece ser resistente a radiacdo ionizante e responsavel pela
repopulacdo tumoral ap6s a radioterapia, uma vez que ela aumenta ap6s o tratamento, tanto em
in vitro quanto em camundongos imunocomprometidos. As células tumorais expressando

CD133, isoladas tanto de xenoenxertos de gliomas humanos quanto de amostras primarias de
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pacientes com GBM, ativam mais eficientemente vias de reparo de DNA em resposta a
radiacéo, e, portanto, reparam o dano no DNA induzido pela radiagcdo mais efetivamente do que
as células CD133 negativas (BAO et al., 2006). A GSC CD133+ é um tipo celular muito
plastico, com capacidade de se diferenciar de acordo com as alteragdes no TME, como
mudancas de nutrientes, nivel de oxigénio e tratamentos (DIRKSE et al., 2019) e, em modelos
murinos, foi observado que elas tém a capacidade de formar nichos perivasculares, se
associando com células endoteliais para se manterem nesse estado de célula-tronco
(CALABRESE et al., 2007). Com a formac&o desses nichos, as células conseguem uma espécie
de protecdo contra agressdes do ambiente, como a quimioterapia (CHEN et al., 2012; DE TONI
etal., 2006; DICK; LAPIDOT, 2005) e aradioterapia (GARCIA-BARROS et al., 2003). Dessa
maneira, essas células se apresentam como uma subpopulacéo critica a ser estudada e entendida,
para controlar as recidivas tumorais e as falhas da radioterapia e quimioterapia.

1.2.6 Células do sistema imune

As células do sistema imune constituem grande parte do TME, cada qual com sua funcao,
e com sua contribuicdo para o estabelecimento do TME Unico, tipico do GBM. Abaixo

encontram-se descricdes das funcdes e caracteristicas das células imunes nesse contexto.

1.2.6.1 Células Natural Killer (NK)

Dentre as células responsaveis pelo que se classifica como imunidade inata, existem as
células NK. Seus principais receptores ativadores sdo: NKp30 (do inglés Natural Killer
protein), NKp44, NKp46, CD16, CD94/NKG2C, NKG2E, NKG2D e KIR2DS(1-5)/KIR3DS1
(do inglés Killer 1g-Like Receptor) (DA SILVA et al., 2022). Ja seus receptores inibitorios sao:
CD94/NKG2A, KIR2DL(1-5)/KIR3DL(1-3), PD-1, CTLA-4, TIGIT (do inglés, T Cell
Immunoreceptor With Ig And ITIM Domains), LAG-3 (do inglés Lymphocyte activation gene-
3) e TIM-3 (do inglés, T-cell immunoglobulin mucin-3) (DA SILVA et al., 2022). Estas células

apresentam papel central na imunidade antitumoral, principalmente por terem sua atividade
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citotdxica ativada (potencialmente) ao interagirem com células que ndo expressam MHC-I
(Molécula de Classe | codificada pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade). Esta
caracteristica permite a eliminagdo de células neopléasicas em que ocorre a supressdo da
expressao dessas moléculas, células, portanto, “invisiveis” para os linfocitos T. Os mecanismos
de citotoxicidade das células NK séo essencialmente mediados, como os dos linfocitos T
citotdxicos, por perforina e granzimas, que desencadeiam uma série de eventos que culmina na
apoptose da célula-alvo (PAUL; LAL, 2017). Embora a citotoxicidade seja a atividade mais
tipica das células NK, elas também tém um papel imunomodulador significante, que elas
exercem pela secrecdo de um grande numero de citocinas (DA SILVA et al., 2022).

As células NK podem ser encontradas no TME do GBM (DA SILVA et al., 2022; YANG
et al., 2011), onde podem participar do controle do crescimento tumoral pela secregcdo de IFN-
v (Interferon y) e TNF-a (do inglés, Tumor Necrosis Factor a), que sdo desencadeados pela
interacdo do receptor NKp44 das células NK com PDGF-D (Fator de Crescimento D Derivado
de Plaquetas), expressado pelas células do GBM e que estimula a secrecdo dessas citocinas
pelas células NK (BARROW et al., 2018; SEDGWICK et al., 2020). Entretanto, muitas vezes
no GBM, as células tumorais podem manter sua expressdao de MHC-I, as quais, interagindo
com receptores inibidores das células NK impedem sua ativacdo. Além do mais, o TME
imunossupressor também afeta a funcdo das NK, que encontrando regides de hipoxia,
apresentam diminuicdo da expressao de seus receptores de ativagdo (BURSTER et al., 2021;
JELENCIC et al., 2018). A secrecdo do IFN-y pelas células NK no TME também pode levar a
uma diferenciacdo das GSC para uma subpopulacéo, ainda de células-tronco, mais resistente a
citotoxicidade da propria NK (KOZLOWSKA et al., 2016; MARTIN-HIJANO; SAINZ, 2020;
TSENG et al., 2015). Apesar disso, a presenca das células NK no GBM e suas varias atividades
potencialmente antitumorais, as tornam uma populacdo promissora para ser modulada para o

tratamento do GBM.
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1.2.6.2 Células Dendriticas (DC)

O processamento e a apresentacdo de antigenos sdo processos de primordiais para o
funcionamento do sistema imune, uma vez que sao eles necessarios para ativar os linfocitos T
e gerar uma resposta adaptativa efetora eficiente. A célula mais importante para a montagem
dessa resposta, como que formando uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa, é a DC.

Essas células foram identificadas por Steinman e Cohn (1973), como pertencentes ao
sistema imune, no baco e linfonodos de camundongos, sendo distintas das demais células entdo
conhecidas e, caracteristicamente, apresentando alguns prolongamentos citoplasmaticos
(STEINMAN; COHN, 1973). Em 1978, Steinman publicou um trabalho em que demonstra a
altissima atividade estimuladora das DC em reacOes leucocitarias mistas (MLR), quando
comparada a de outros tipos celulares (STEINMAN; WITMER, 1978) e que serviu de base a
proposta, futuramente confirmada, do papel fisioldgico das DC: capturar e processar antigenos
da periferia, migrar para os 6rgdos linfoides secundarios e, la, iniciar a resposta imune
adaptativa (STEINMAN, 1991).

De forma geral, as DC apresentam dois principais estados funcionais, um chamado de
imaturo, onde a principal atividade é agir como um sensor do ambiente onde esta inserida,
capturando, processando e expondo em sua membrana, associadas a moléculas codificadas pelo
MHC, peptideos derivados de, virtualmente, todas as moléculas presentes num determinado
microambiente. Mas esta apresentacdo é feita de maneira que nao leva a ativacao de respostas
efetoras dos linfocitos T; isto ocorre quando as DC estdo em seu outro estado, maduro ou
ativado, que é atingido quando ha uma mudanca na homeostase do tecido, principalmente pela
deteccdo de PAMP (Padrdo Molecular Associado a Patdégenos) ou DAMP (Padrédo Molecular
Associados ao Dano) (CERBONI; GENTILI; MANEL, 2013; HAWIGER et al., 2001,
HEMMI; AKIRA, 2005; STEINMAN et al., 2003; WORBS; HAMMERSCHMIDT;

FORSTER, 2016). Neste estado ativado, as DC diminuem sua atividade de captura molecular,
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diminuem o turnover das moléculas do MHC em sua membrana, aumentando, portanto, o
tempo de exposi¢do dos complexos MHC-peptideos, intensificam sua migragao para os 6rgédos
linfoides secundarios, e, 14, apresentam o que foi capturado de maneira a desencadear a ativacao
de linfdcitos T especificos, T CD4+ (em geral com atividade helper), quando a interacao é com
moléculas do MHC-1l e T CD8+ (que tem potencial de se diferenciar em linfocitos T
citotoxicos) quando a interacdo € com o MHC-I (ALVAREZ; VOLLMANN; VON
ANDRIAN, 2008; DONG; BULLOCK, 2014; FRIEDL; GUNZER, 2001; HENDERSON;
WATKINS; FLYNN, 1997; IMAI; YAMAKAWA; KASAIJIMA, 1998; RANDOLPH;
ANGELI; SWARTZ, 2005).

Além da diminuicdo na atividade endocitica, com a maturagdo ha aumento da expressao
de MHC-II e moléculas de coestimulo, permitindo que a DC exerca mais eficientemente sua
principal funcdo: ativar linfocitos T especificos para o complexo MHC-peptideo (REIS E
SOUSA, 2006; STEINMAN, 2012; TROMBETTA; MELLMAN, 2005). Para que haja a
ativacdo dos linfocitos T, a partir da interacdo com a DC, sdo necessarios dois principais sinais:
a interacdo do complexo MHC-peptideo com o complexo TCR (receptor da célula T) — CD3,
seguida pela ligacdo do CD28 da célula T com as moléculas de coestimulo CD80 e CD86
(respectivamente B7-1 e B7-2) da DC. Sem este segundo sinal, os linfécitos tornam-se
anérgicos (BRETSCHER, 1992; JENKINS et al., 1987; LAFFERTY; CUNNINGHAM, 1975;
LAFFERTY; WOOLNOUGH, 1977). Para ativar linfécitos T CD8+, é necessario que a DC ja
tenha sido previamente licenciada por um linfocito T CD4+ (BRETSCHER; COHN, 1970). Ja
para os linfocitos T CD4+, o segundo sinal seria esta interagdo com as moléculas de coestimulo
(LAFFERTY et al., 1978). Com a ativacdo, os linfocitos T podem sobreviver, proliferar e
exercer suas diferentes funcdes efetoras na resposta imune (VAN COILLIE; WIERNICKI; XU,

2020).
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Porém, os linfécitos T, além de expressarem a molécula CD28, podem expressar — € 0
fazem logo depois de ativados — uma molécula muito similar a CD28, a molécula CTLA-4. Esta
ultima, todavia, tem fungdo oposta a da CD28: ela inibe a ativacdo do linfocito T (KRUMMEL,;
ALLISON; TIVOL et al., 1995; VAN ELSAS; HURWITZ; ALLISON, 1999). Coerentemente
com sua similaridade, CTLA-4 também se liga a CD80 e CD86, porém com maior afinidade
do que 0 CD28, servindo assim como um “freio” para a ativagao do linfécito (ENGELHARDT;
SULLIVAN; ALLISON, 2006; MASTELLER et al., 2000). Tendo esta funcdo, essa molécula
¢ um alvo muito interessante para a terapia antitumoral, uma vez que, sua atividade de “freio”
para o linfdcito, que ocorre fisiologicamente em qualquer resposta, na resposta contra um
tumor, acaba por facilitar o escape tumoral. Com o bloqueio de sua atividade por anticorpos
monoclonais, tornou-se possivel tratar de forma bem-sucedida, tumores agressivos como 0
melanoma, estagios Il e 1V, pela liberacdo de respostas antitumorais robustas (HODI et al.,
2010).

Outro eixo regulador da interagdo entre linfocitos T e DC € o formado pelas moléculas de
PD-1 e de PD-L1/PD-L2. Como o eixo CD28/CTLA4 — CD80/CD86, a atividade do PD-1 e de
seus ligantes PD-L1 e PD-L2 regula a ativacdo, proliferacdo e funcdo dos linfécitos T, tendo
papel relevante (demonstrado clinicamente) nas respostas imunes antitumorais (HAN; LIU; L1,
2020).

O PD-1 é um inibidor da resposta imune, e é expresso em células T ativadas, células NK,
linfécitos B, macrofagos, DC e monocitos (AHMADZADEH et al., 2009). Possui um papel
importante na regulacdo, modulando a resposta imune e mantendo a tolerancia, porém, pode
interferir na geracdo de uma resposta imune antitumoral eficiente (SALMANINEJAD et al.,
2018). J& 0 PD-L1 é usualmente expresso em macrofagos, algumas células T e B ativadas, DC
e células epiteliais (em condicGes inflamatorias) (SHARPE et al., 2007). Além disso, o PD-L1

também é expresso em células tumorais, o que representa um mecanismo adaptativo de escape



27

da resposta imune (OHAEGBULAM et al., 2015). Ao interagir com o PD-1, o PD-L1 impede
os efeitos coestimuladores mediados pelo CD80 e CD86, controlando assim as respostas dos
linfocitos T (FREEMAN et al., 2000; KROEMER; ZITVOGEL, 2021). Em 2018, James P.
Allison e Tasuku Honjo foram laureados com o prémio Nobel da Fisiologia ou Medicina pelas
aplicacOes clinicas do CTLA-4 e do PD-1, dois “freios” da resposta imune que podem ser
neutralizados por anticorpos monoclonais; quando isto ocorre, células efetoras do sistema
imune, presentes nos pacientes, mas mantidas em inatividade por essas vias de controle, passam
a atuar contra tumores, gerando respostas clinicamente significativas, o que foi observado em
mais de 15 tipos de cancer (KROEMER; ZITVOGEL, 2021).

No SNC, as DC geralmente sdo encontradas nas meninges e no plexo coroide, mas néo
no parénquima cerebral saudavel (D’AGOSTINO et al., 2012). Em casos de inflamacéo local
cronica, como no GBM, as DC se infiltram nesse parénquima. Em modelos murinos, foi
observado que as DC séo atraidas para 0 TME pelas quimiocinas CCL5 e XCL1 (do inglés,
Chemokine (C motif) ligand) (BOTTCHER; REIS SOUSA; REIS, 2018). Nesse
microambiente, elas também séo influenciadas pelo TME imunossupressor, que induz um perfil
“regulador” nas DC, caracterizado pelo potencial destas células de ativar e levar a expansao
preferencial de linfocitos Treg e diminuigdo de sua capacidade de ativacdo de linfocitos T CD8+
(SRIVASTAVA et al., 2019). Além disto, a modificacdo fenotipica das DC no GBM permite
que se especule quanto a seu papel na ativacao dos linfécitos T CD4+, modificando seu perfil
de ativacdo e, consequentemente, o padrao de resposta imune ao tumor. Como sera explicado
posteriormente, as DC podem ser a chave para o desenvolvimento de imunoterapias menos

toxicas e mais eficientes para o tratamento do GBM.

1.2.6.3 Células mieloides tumor-associadas
As células mieloides associadas ao tumor (TAMC) sdo uma populacéo heterogénea que

pode representar até 50% da massa tumoral (ALBAN et al., 2018; CHANG et al., 2016; DE
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LEO; UGOLINI; VEGLIA, 2020; HUTTER et al., 2019). A maioria dessas célula é proveniente
de fora do SNC (DE LEO; UGOLINI; VEGLIA, 2020), entre elas temos: DC, neutrdfilos,
macréfagos derivados da medula 6ssea, MDSC, mas também a micrdglia, um tipo celular
préprio do SNC, pode ser incluida nessa categoria.

O subtipo mais frequente nessa populacdo de TAMC é o macréfago associado ao tumor
(TAM), termo que engloba tanto a prépria microglia, quanto macréfagos derivados da medula
6ssea. Os TAM atuam no TME principalmente através da liberacdo de citocinas reguladoras
como IL-10 e TGF-B, as quais ajudam a manter o ambiente imunossupressor. Juntamente com
os TAM, a microglia contribui para a imunossupressdo local, através da liberacdo de fatores
soliveis como 0 GM-CSF, SDF-1 e CX3CL1 (do inglés, C-X3-C Motif Chemokine Ligand
1)(HAMBARDZUMYAN; GUTMANN; KETTENMANN, 2015). Todavia, intervencdes
terapéuticas podem mudar o TME, induzindo os TAM a liberar citocinas anti-tumorais como
IL-12 e TNF-a (AKINS; AGHI; KUMAR, 2020; VLEESCHOUWER; BERGERS, 2017).

As MDSC sdo outra populacdo heterogénea de células e que também colaboram para
tornar o TME imunossupressor (DAPASH et al., 2021). Ha evidéncias de que as MDSC podem
servir como marcadoras de pior progndstico tanto no tumor primario, quanto na recidiva do
tumor (ALBAN et al., 2018; GIELEN et al., 2016; RICHARD, 2020). Os mecanismos pelos
quais as MDSC contribuiriam para a imunossupressdo do TME incluem: a liberagdo de I1L-10
e TGF-pB, citocinas que exercem efeito direto nos linfocitos T efetores e, também, induzem a
geracao de Treg, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), toxicas para a maioria dos
tipos celulares e que contribuem para a eliminacdo dos linfocitos T infiltrantes no tumor, e
expressdo de PD-L1, o que também freia a resposta efetora dos linfocitos T (GROTH et al.,
2019).

Os neutrofilos sdo outra populacdo de TAMC que observamos no TME. O estudo de

neutrofilos e sua interacdo com tumores € relativamente novo, com muitas interacdes sendo
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encontradas nos ultimos anos (QUAIL et al., 2022). Os TAN (neutréfilo associado ao tumor)
sdo encontrados mais ao centro do GBM, atraidos principalmente pela IL-8 e MIF (macrophage
migration inhibitory fator) (MASUCCI; MINOPOLI; CARRIERO, 2019), contribuindo com a
imunossupressdao do TME através da secrecdo de arginase-1, G-CSF (granulocyte colony
estimulating fator) e S100A4 (proteina A4 ligante de célcio S100) (KHAN et al., 2020;
MASSARA et al., 2017) e promovendo angiogénese (atraves da secrecdo de MMP9) e
proliferacdo tumoral (através da atividade proteolitica da elastase sobre as células tumorais)
(WU; ZHANG, 2020). No GBM, a quantidade de TAN pode servir como marcador progndstico

de resisténcia ao tratamento com bevacizumab (MASSARA et al., 2017).

1.2.6.4 Linfocitos B

O papel dos linfocitos B na imunidade antitumoral ainda ndo é bem estabelecido.
Enquanto ha a descricdo de um subtipo de linfocitos B capaz de fazer muito bem sua funcao de
APC e induzir expansdo clonal de linfocitos T especificos para antigenos tumor-associados
(LEE-CHANG et al., 2014), ha também descricdo de linfocitos B com fungéo reguladora no
TME, onde essas células, através da expressdo de PD-L1, e da producdo de I1L-10 e TGF-j,
impediriam a atuacdo eficaz de linfocitos T efetores (LEE-CHANG et al., 2019). Estas
atividades supressoras sdo atribuidas ao contato dos linfécitos B no TME com microvesiculas
contendo PD-L1, provenientes das MDSC; estas quando endocitadas pelos linfécitos B, lhes
conferem potente atividade inibitdria sobre linfécitos T CD8+ citotoxicos (ZHANG et al.,

2019).

1.2.6.5 Linfécitos T reguladores (Treg)

Os Treg sdo uma subpopulacdo de linfocitos T que desempenham um papel fundamental
na modulacdo da resposta imune, impedindo que sejam geradas respostas efetoras para
antigenos proprios (autoimunidade), antigenos presentes na alimentacédo, antigenos de bactérias

comensais e antigenos ambientais, além de controlar a inflamacéo excessiva(JOSEFOWICZ;
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LU; RUDENSKY, 2012). Estes linfocitos sdo gerados no timo, durante a sele¢do do repertorio
de linfocitos T, mas também na periferia a partir de linfécitos T convencionais, quando, apds a
interacdo do TCR com um complexo MHC-Antigeno, ndo ha o segundo sinal de ativacao (a
interacdo de CD28 com CD80/CD86) (LENSCHOW; WALUNAS; BLUESTONE, 1996).

Os Treg tém como marcador caracteristico o fator de transcricdo Foxp3 (do inglés,
Forkhead box P3), juntamente com o CD25, mas foram descritas subpopulac6es, baseadas na
expressao de CD45RA, CD45R0O, HLA-DR (do inglés, Human Leucocyte Antigen), além do
proprio Foxp3 (SAKAGUCHI et al., 2010). Eles exercem seu efeito regulador por meio de
varias vias, sendo elas: a secre¢do das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B, a atividade
citotoxica, sobre linfocitos T efetores, a supressdo por “ruptura metabdlica” da célula efetora,
através do rapido consumo de IL-2 no meio (devido a alta na expressao de CD25 pelos Treg) e
liberacdo de adenosina, molécula que também tem funcdo supressora nos linfocitos T e
supressao pela modulacdo da maturacdo e funcdo das DC. Esta Gltima atividade depende da
expressdo de CTLA-4, que leva as DC ao aumento da expressdo de IDO e diminuicdo da
expressdo das moléculas de coestimulo, CD80 e CD86 (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN,
2008).

As mesmas funcdes fisioldgicas dos Treg podem promover o crescimento tumoral, uma
vez que podem reprimir respostas antitumorais efetoras (SAKAGUCHI et al., 2010). Né&o
surpreendentemente, uma relacdo alta de célula Treg por células T efetoras no TME esta
relacionada com pior prognostico no GBM (HEIMBERGER et al., 2008; SAYOUR et al.,
2015).

Os Treg séo recrutados pelas outras células imunes no SNC e pelas préprias células do
GBM, atraves das citocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCR3 e CCL5-CCR5 (VILGELM;
RICHMOND, 2019). Quando no TME, essas celulas encontram um ambiente propicio para sua

expansdo, além de também promoveram a transicdo de outras células T para Treg, através da
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secrecdo de IL-10 e TGF-f (HUMPHRIES et al., 2010; JARNICKI et al., 2006; LI et al.,
2020b). Essa subpopulacdo também apresenta alta expressdo de moléculas de checkpoint
imune de suma importancia para suprimir outras células efetoras: o CTLA-4 e o PD-1, alvos
principais das terapias de blogueio com o interesse em modular a resposta imune antitumoral
(CAl etal., 2019; KELLY; GILES; GILBERT, 2020; TAN et al., 2020).
1.3 O sangue periférico e o reflexo do TME

Embora ndo fazendo parte do TME, o sangue periférico pode refletir a relacdo do sistema
imune com o tumor. Essa relagdo vem sendo estudada para uma série de tumores e ha evidéncias
de associacdes de alguns indices hematoldgicos, como a razdo neutrofilos:linfocitos (RNL),
plaquetas:linfocitos (RPL), frequéncia de MDSC e subpopulacdes de linfdcitos T na circulagéo,
com diagnostico, progndstico e resposta a terapia em varios tumores (LEE et al., 2020; SHAUL,;
FRIDLENDER, 2018, 2019; TEMPLETON et al., 2014; TUMINO et al., 2022). Uma vez que
no acompanhamento dos pacientes do estudo da imunoterapia em andamento no nosso
laboratério foi possivel obter os valores de leucdcitos, linfécitos e plaquetas dos pacientes,
resolvemos explorar as razdes de granulécitos:linfocitos (RGL) e a RPL ao longo do tratamento.

A inflamagéo local é considerada um dos “hallmarks” do cancer e que esta relacionada
com iniciacdo, progressao e metastase dos tumores (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os neutréfilos sdo uns dos primeiros tipos celulares
a serem recrutados para um sitio de inflamacdo. Seu principal papel é produzir ROS, proteases
e as NET (do inglés, Neutrophil Extracellular Trap), participando do clearence de debris
celulares (ou no clearance de patdgenos) para que o organismo retorne a homeostase (EULER;
HOFFMANN, 2019). Alem de serem encontrados no sitio de inflamacgéo, o recrutamento dos
neutrofilos pode se refletir em um aumento da circulacdo dessas células também no sangue
periférico (SHAUL; FRIDLENDER, 2018). Nesse sentido, a avaliacdo da RNL no sangue

surgiu como um potencial biomarcador de progndstico, principalmente por ser uma razéo
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acessivel e facil de ser acompanhada durante os exames de rotina dos pacientes (UEDA et al.,
2014; ZAHOREC, 2001). Uma série de estudos indicou a relacdo que diferentes valores de
RNL podem possuir com o progndstico e resposta do paciente ao tratamento, em neoplasias
como o adenocarcinoma gastrico (HIRAHARA et al., 2019) e o adenocarcinoma de mama
(ETHIER et al., 2017). Também em analises englobando varios tipos de cancer, este indice
parece ser informativo quanto ao prognéstico (CUPP et al., 2020; TEMPLETON et al., 2014)
e, também, como biomarcador para resposta ao tratamento com inibidores de checkpoints
imunoldgicos (VALERO et al., 2021). A relagdo da RNL com a sobrevida no GBM ndo é tdo
bem estabelecida como em outros tumores. Existem alguns poucos estudos retrospectivos em
que se discute que pacientes que apresentam uma RNL maior que 4 podem apresentar menor
sobrevida (BAMBURY et al., 2013; HAN et al., 2015; WANG et al., 2017), mas sem um
critério especifico de valores nem de associagcdo com sobrevida.

Da mesma forma que os neutréfilos, as plaquetas também estéo envolvidas na inflamacéo,
uma vez que, plaquetas ativadas secretam uma série de mediadores pro-inflamatérios, como o
CD40L, TGF-B, IL-1B, histamina, serotonina, entre outros (STEINHUBL, 2007), além de
também poderem estimular o crescimento das células tumorais (SIERKO; WOJTUKIEWICZ,
2004). A RPL ndo é tdo explorada quanto a RNL, porém é possivel encontrar alguns dados da
associacao de valores elevados da RPL com o diagnéstico de adenocarcinoma retal (MO et al.,
2020; WARD et al., 2018) e no cancer de ovario (PRODROMIDOU et al., 2017), além de
também serem identificados que determinados valores de RPL que, combinados com a RNL,
podem predizer a resposta a quimioterapia em pacientes com cancer gastrico avancado
(HIRAHARA et al., 2019). No GBM, a RPL tambeém ndo é bem estabelecida como fator
prognostico. H& poucos estudos que avaliam a RPL, sendo que um mostrou associacdo de
valores de RPL maiores que 175 com menor sobrevida (WANG et al., 2017), enquanto outros

dois trabalhos ndo demonstraram relacdo (HAN et al., 2015; LOPES et al., 2018).
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1.4 Estratégias de tratamento para o GBM

Atualmente, o tratamento padrdo-ouro para 0 GBM consiste em resseccdo cirirgica
méaxima, seguida de tratamento com o quimioterapico Temozolomida (TMZ) e radioterapia
concomitante (DAVIS, 2016; STUPP et al., 2005). Apesar desta abordagem multipla dos
tratamentos, o tempo de sobrevida mediana dos pacientes se situa entre 14 e 15 meses ap6s 0
diagnostico (LUO et al., 2021; OHKA; NATSUME; WAKABAYASHI, 2012; THAKKAR et
al., 2014), salientando a necessidade do desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais
eficientes. Entre os anos 2000 e 2010, ocorreu uma melhoria na sobrevida dos pacientes, mas
esta foi devida a avangos nos métodos cirlrgicos e no suporte hospitalar e ndo ao
desenvolvimento de um tratamento sistémico especifico contra a neoplasia (NETH et al., 2022).
Também vale ressaltar que, comumente, esses pacientes apresentam edema cerebral, e para
controlar tal sintoma, € usado o glucocorticoide sintético Dexametasona (DEX) (AFSHARI et
al., 2022).

Nesse contexto, de necessidade urgente de desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para as neoplasias de modo geral, uma tem ganhado grande espago: a imunoterapia
(COUZIN-FRANKEL, 2013; GRAVITZ, 2013; MCNUTT, 2013). Nela, uma série de
mecanismos imunoldgicos sao explorados, e terapias recentes como 0s anticorpos monoclonais
e as células CAR-T (do inglés, Chimeric Antigen Receptor-T cells) exploram muito bem a
especificidade da resposta imune, porém ainda é necessario terapias que explorem
simultaneamente especificidade e memoria, principalmente a amplitude do repertorio
antitumoral gerado.

Na aplicacdo da imunoterapia ao GBM os resultados ndo tém sido tao positivos quanto
em outras neoplasias. Assim, enquanto em outros tipos de cancer o bloqueio de checkpoints
imunes tenha conseguido resultados muito bons (ANTONIA et al., 2017; BARLESI et al.,

2018; CORTES et al., 2020; HODI et al., 2016; MOK et al., 2019; MOTZER et al., 2018), no
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GBM ndo se observou o mesmo, uma vez que ha poucos testes clinicos com inibidores de
checkpoints e a tendéncia sdo resultados desapontantes (AHLUWALIA et al., 2021; NAYAK
et al., 2021; OMURO et al., 2018; REARDON et al., 2018, 2017, 2020; SCHALPER et al.,
2019), como por exemplo, um estudo de fase 3 com nivolumab (anti PD-1) versus bevacizumab,
que ndo mostrou diferencgas na sobrevida (REARDON et al., 2017). Em um estudo em pacientes
com GBM recidivante, o anticorpo monoclonal anti-PD-1, pembrolizumab foi usado como
neoadjuvante em 16 pacientes que receberam tanto a terapia neoadjuvante quanto adjuvante
depois da cirurgia. Esses pacientes com o tratamento combinado tiveram maior sobrevida do
que aqueles que receberam apenas o0 pembrolizumab ap6s a cirurgia. O bloqueio de PD-1 foi
associado com aumento de linfocitos T e de genes relacionados ao IFN-y, e com diminuicéo da
expressao de genes relacionados a ciclo celular no tumor (CLOUGHESY et al., 2019). Assim,
0 estudo sugere que a administracdo do pembrolizumab como neoadjuvante pode melhorar a
resposta imune antitumoral local e sistémica, podendo ser uma estratégia promissora para tratar
0 GBM. Outro estudo usando Nivolumab (um anticorpo monoclonal blogqueador do PD-1) em
30 pacientes antes e ap6s a cirurgia ndo observou melhora clinica dos pacientes, porém foi
observada uma melhora na expressdo de transcritos de citocinas, maior infiltracdo de células
imunes no tumor e aumento da diversidade clonal dos linfécitos T infiltrantes, sugerindo um
efeito imunomodulador do tratamento (SCHALPER et al., 2019). Isso indica que ha
necessidade de se estudar melhores estratégias e combinac8es entre as imunoterapias para tentar
aumentar a eficacia.

Outra estratégia com resultados muito bons em algumas neoplasias hematoldgicas, e que
vem sendo adaptada para o uso em tumores solidos, inclusive para o tratamento do GBM, é o
uso das células CAR-T (DAVILA et al., 2014; KOCHENDERFER et al., 2010; TURTLE et
al., 2016). Estas células sdo o resultado da transfeccdo de linfocitos T com um receptor

quimeérico, resultante da combinacdo génica da por¢do variavel de um anticorpo monoclonal,
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que reconhece um antigeno de superficie das células-alvo tumorais, com sequéncias génicas
que codificam moléculas de transducgéo da ativacéo dos linfocitos T (HONG; CLUBB; CHEN,
2020). Desta forma, dispensando a apresentacdo antigénica no contexto do MHC e a
necessidade de interacdo com células apresentadoras, as células carregando o receptor
quimérico podem responder diretamente ao contato com as células neoplésicas. Ha poucos
estudos em humanos usando células CAR-T para o tratar GBM, valendo destacar dois deles:
em um estudo de caso, o paciente recebeu infusGes intracranianas de células CAR T que tinham
como alvo um antigeno tumor-associado, o IL-13Ra2 (receptor alfa-2 da interleucina-13). Os
resultados observados foram a regressao de todos os tumores espinais e intracraniais, além do
aumento de citocinas e células imunes no LCF, com uma resposta que permaneceu por 7,5
meses apds o inicio das infusbes das células CAR T (BROWN et al., 2016). E o outro, um
estudo clinico de fase 1 de escalada de dose com a infusdo de um CAR para HER2 (Receptor
tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano), demonstrou que a infuséo foi segura, porém
em termos de resposta, entre 0s 16 pacientes, um obteve resposta parcial, sete mantiveram a
doenca estavel e oito progrediram (AHMED et al., 2017). Assim, os resultados com células
CAR T também demonstram ser promissores, porém a necessidade de um alvo especifico pode
ser um grande impeditivo frente a grande heterogeneidade que o GBM apresenta.

Assim, essas terapias exploram de forma eficiente a especificidade da resposta imune,
porém, para lidar com um tumor de padrdo tdo “multiforme” quanto o GBM seria necessario
pensar em estratégias que explorem principalmente a diversidade e amplitude do repertorio
antitumoral. Nesse sentido, vacinas terapéuticas possuem um potencial maior de usufruir dessas
caracteristicas valiosas da resposta imunologica.

Em 2023, Liau e colaboradores publicaram resultados de um estudo de fase 3 de uma
vacina autologa de DC com lisado tumoral de pacientes com GBM, 0s quais se mostraram

promissores. Esta vacina (DCVax L) parece ser segura, com poucos efeitos colaterais e foi
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observada uma maior sobrevida dos pacientes vacinados (19,3 meses, versus 16,5 meses dos
pacientes ndo vacinados) (LIAU et al., 2023). A vacina utilizada é feita com DC geradas a partir
de PBMC (células mononucleares do sangue periférico) e pulsadas com lisado tumoral dos
pacientes (LIAU et al., 2018). Um dos problemas dessa estratégia pode ser a geracdo de DC
capazes de induzir linfécitos com perfil regulador, como ja foi visto por nosso grupo em
pacientes com cancer renal (CLAVIJO-SALOMON et al., 2014) e de mama (RAMOS et al.,
2012). Na vacina produzida em nosso laboratdrio tal problema é superado pelo uso de mo-DC
de doadores saudaveis, fusionadas com as células tumorais do paciente (BARBUTO et al.,
2004; PINHO et al., 2016), além de, explorando o efeito alogeneico (FABRE, 2001,
RAJEWSKY; ROELANTS; ASKONAS, 1972), poder levar a uma resposta imune antitumoral
mais eficiente.

Outro estudo clinico recente, utilizou duas formulacGes de vacina altamente
individualizada, uma contendo antigenos tumorais ndo mutados (APVAC1) e outra contendo
neoantigenos (APVAC2) para vacinar 15 pacientes recém diagnosticados com GBM e com
HLA-A*02:01+ ou HLA-A*24:02+ (HILF et al., 2018). As vacinas foram personalizadas de
acordo com as mutacdes presentes nas analises transcriptdmicas e imunopeptidémicas dos
tumores. A vacina APVACL. induziu uma resposta principalmente de linfocitos T CD8 centrais
de memoria, enquanto a APVAC?2 induziu uma resposta predominante de linfécitos T CD4,
mais especificamente de linfocitos Thl (linfocito T helper 1). Todavia, todos os pacientes
apresentaram efeitos colaterais sendo 0s mais comuns: nauseas/vomitos, linfopenia, fadiga, dor
de cabeca, leucopenia e convulsao/epilepsia, além de dois pacientes apresentarem reacao
anafilatica e um deles apresentou edema cerebral grau 3 potencialmente imuno-associado e
precisou de tratamento com altas doses de esteroides (HILF et al., 2018).

Como ja mencionado, a vacina de mo-DC utilizada no ensaio clinico do nosso laboratorio

€ uma vacina em que as mo-DC sdo provenientes de um doador saudavel, ao invés de serem
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retiradas do proprio paciente. Esta estratégia procura contornar o viés, detectado ao menos em
neoplasias de mama, rim e no melanoma, que leva a ativagdo preferencial de linfécitos Treg
pelas mo-DC dos pacientes (BARBUTO et al., 2004; CLAVIJO-SALOMON et al., 2014;
CLAVIJO-SALOMON; BERGAMI-SANTOS; BARBUTO, 2017; RAMOS et al., 2012).
Além disso, o proprio efeito alogeneico (FABRE, 2001; RAJEWSKY; ROELANTS;
ASKONAS, 1972) poderia promover um boost da resposta contra os antigenos tumorais. Nesta
estratégia, para que haja apresentacdo de antigenos no contexto autélogo (pelas moléculas de
MHC do paciente) as células tumorais do paciente sdo fusionadas com as mo-DC alogeneicas,
que mesmo apos a fusdo ainda se mantém como APC eficientes (PINHO et al., 2016).

Em 2022, resultados iniciais do estudo de GBM em fasel e 2 desenvolvidos em nosso
laboratério foram publicados. Uma paciente com GBM recorrente tratada com a vacina
alogeneica hibrida, teve uma sobrevida de 63 meses com a doenca, quando a mediana para o
GBM fica em torno de 19,8 + 2,5 meses , além de ser possivel observar que o fenétipo e
frequéncia dos linfécitos T CD4+ foi preditivo da retomada do tumor, no qual houve uma
mudanca para o fenétipo de Th17 logo antes de uma piora clinica, sugerindo que observar esses
padrdes para determinar condutas terapéuticas pode ser de suma importancia para o tratamento
do GBM (PINHO et al., 2022).

Os resultados da coorte completa desse estudo foram publicados em 2023, e os resultados
encontrados sdo que os 37 pacientes vacinados, de forma geral apresentam uma sobrevida
mediana de 48 meses (34 meses apods o inicio da vacinacdo) sem evidéncia de recorréncia do
tumor (LEPSKI et al., 2023).

Apesar desses resultados obtidos no estudo, o projeto de mestrado desenvolvido para essa
dissertacdo se iniciou praticamente junto com a pandemia de COVID-19 em marc¢o de 2020. A
analise do perfil de resposta dos linfécitos T a vacinacao, que era o objetivo inicial do mestrado

e que poderia trazer luz aos fendmenos que estdo envolvidos no aumento da sobrevida dos
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pacientes vacinados, no entanto, foi seriamente comprometida. Durante o periodo de restrigdo
de frequéncia ao laboratério, apenas as vacinas puderam ser produzidas, mas 0s experimentos
com as células dos pacientes, que envolveriam a presenca de muitas pessoas no laboratorio,
tiveram que ser interrompidas, impossibilitando o desenvolvimento da proposta inicial.

Nesse contexto, enfrentamos a fatidica problemética de ndo conseguir retomar 0s
experimentos planejados originalmente. Diante da impossibilidade de manter o
planejamento original, optamos por concentrar os esfor¢cos na analise dos dados
disponiveis, que incluem os resultados de ensaios de proliferacéo alogeneica e a anélise do
namero de granulécitos, linfocitos e plaquetas dos pacientes ao longo do tratamento com
a vacina de células dendriticas. A partir dessa anélise, esperamos encontrar parametros
gue possam ajudar a acompanhar a resposta dos pacientes e, talvez, contribuir para a

compreensao da resposta a vacina.

2. OBJETIVOS

O objetivo priméario do estudo foi avaliar a capacidade de estimulacdo das mo-DC dos
pacientes, antes da cirurgia, apos a cirurgia e no decorrer do tratamento de imunoterapia com
as células hibridas dendriticas-tumorais.

Como objetivo secundario, foram analisadas as relacdes entre os nudmeros de
granuldcitos, linfocitos e plaquetas no sangue dos pacientes, e, por sua vez, sua relacdo com a

sobrevida desses pacientes.

3. CONCLUSAO

Observamos que, enquanto alguns pacientes apresentam grande variagcdo na capacidade
aloestimuladora das mo-DC ao longo das doses, outros parecem ndo apresentar resposta em
nenhum momento. Assim, através dos dados analisados € possivel concluir que a capacidade
de aloestimulagdo das mo-DC dos pacientes ao longo do tratamento com imunoterapia varia de

maneira substancial, tanto entre os pacientes quanto entre as doses da vacinagao, fazendo com
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que ndo seja possivel verificar sua correlagdo com a resposta clinica. A anélise desse pardmetro
foi seriamente prejudicada pela pandemia da COVID-19, onde a impossibilidade de
processamento das amostras pelas restrigdes impostas impactou o seguimento dos pacientes
gue estavam sendo vacinados.

Através da analise dos parametros hematolégicos, foi possivel identificar que a RGL e a
RPL dos pacientes variaram de forma similar com o relatado na literatura. Observamos relagoes
interessantes da RGL e RPL com a sobrevida dos pacientes, principalmente uma mudanca de
perfil dos meses 0 e 1 para 0s meses subsequentes de vacinagio. E necessario um maior nimero
de pacientes para saber se houve um fendmeno isolado ou se realmente € possivel correlacionar
essas razfes com a sobrevida dos pacientes e quem sabe com a resposta a vacinagéao.

Entendemos se tratar de conclusdes mais especulativas do que afirmativas, sendo
necessario um maior nimero de pacientes para saber se observamos fenémenos isolados ou se
realmente é possivel correlacionar as razGes com a sobrevida dos pacientes e a capacidade

aloestimuladora das mo-DC com a resposta a vacinagéo.
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