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Resumo

O melanoma é um cancer de pele maligno que apresenta alta taxa
de metastase e mortalidade, sendo um problema socioeconémico
significativo devido ao alto custo de tratamento e acompanhamento dos
pacientes. A incidéncia dessa doenca esta em crescimento rapido e € mais
comum em pessoas caucasianas, afetando principalmente individuos
jovens e de meia-idade. O melanoma surge a partir de mutacdes nos
melandcitos, células responsaveis pela pigmentacao da pele, e pode ser
cutaneo ou de mucosa, sendo o0 primeiro mais comum e apresentando
melhor prognoéstico. Fatores genéticos e ambientais influenciam no
desenvolvimento do melanoma, e os tratamentos disponiveis incluem
quimioterapia, terapias alvo e imunoterapia. No entanto, o rapido avanco
e agressividade do melanoma representam desafios no tratamento,
destacando a necessidade de estudos e aprimoramento das abordagens
terapéuticas. A utilizacdo de vacinas terapéuticas, que ativam o sistema
imunolégico contra o tumor, € uma promessa no tratamento de tumores
resistentes, incluindo o melanoma, proporcionando uma alternativa eficaz
e apresentando menos efeitos colaterais em comparacao aos tratamentos
convencionais. Neste trabalho analisamos o papel de uma nova
abordagem terapéutica a partir da vacinacdo com células tumorais em
morte imunogénica. A morte imunogénica tem como objetivo modular a
ativacado da resposta imunoldgica no local de desenvolvimento do tumor,
onde células tumorais mortas estimulam o reconhecimento e a destruicédo
das células tumorais remanescentes. A morte imunogénica é
caracterizada pela liberacdo de sinais de perigo, como proteinas de
choque térmico e ATP, que alertam e recrutam células imunoldgicas para
o local da morte celular. Nossos dados in vitro demonstraram que o
tratamento com a doxorrubicina foi mais eficiente na inducdo da morte
imunogénica nas células tumorais em estudo do que outros
guimioterapicos testados. Nos ensaios in vivo observamos que existe uma
diminuicdo do volume tumoral e maior recrutamento celular. O tratamento
foi realizado antes e apos a instalacdo do tumor e as duas modalidades

demonstraram diminuicdo do crescimento do tumor quando comparado a
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grupos tratados com vacinas feitas com células mortas por necrose. A
vacinacao realizada apos a inducao do tumor, além de mais realista do
ponto de vista comercial, apresentou maior diminuicdo do tumor do que a
vacinagao realizada antes da instalagcéo tumoral. Analisando as citocinas,
observamos um aumento da producgéo de IL1b em 48 horas, um aumento
de IFN-y na mesma condicdo, diminuicdo de IL-6 em 24 e 48 horas,
aumento de IL-10 e TNF-a, nos resultados in vivo vimos um tumor de
tamanho reduzido frente & vacinacdo e um aumento nos numeros de
linfécitos de memdria. Nossos resultados demonstraram que a vacinagao
com células de melanoma em morte imunogénica contribuiu para a
diminuicdo do tamanho tumoral, recrutamento celular e na ativacéo

imunoldgica de forma geral, induzindo uma resposta antitumoral.
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Abstract

Melanoma is a malignant skin cancer that has a high rate of
metastasis and mortality, being a significant socioeconomic problem due
to the high cost of treatment and monitoring of patients. The incidence of
this disease is growing rapidly and is more common in Caucasian people,
mainly affecting young and middle-aged individuals. Melanoma arises from
mutations in melanocytes, cells responsible for skin pigmentation, and can
be cutaneous or mucosal, the former being more common and presenting
a better prognosis. Genetic and environmental factors influence the
development of melanoma, and available treatments include
chemotherapy, targeted therapies and immunotherapy. However, the rapid
advancement and aggressiveness of melanoma represent challenges in
treatment, highlighting the need for studies and improvement of
therapeutic approaches. The use of therapeutic vaccines, which activate
the immune system against the tumor, holds promise in the treatment of
resistant tumors, including melanoma, providing an effective alternative
and presenting fewer side effects compared to conventional treatments. In
this work we analyze the role of a new therapeutic approach based on
vaccination with tumor cells in immunogenic death. Immunogenic killing
aims to modulate the activation of the immune response at the site of tumor
development, where dead tumor cells stimulate the recognition and
destruction of remaining tumor cells. Immunogenic death is characterized
by the release of danger signals, such as heat shock proteins and ATP,
that alert and recruit immune cells to the site of cell death. Our in vitro data
demonstrated that treatment with doxerubicin was more efficient in
inducing immunogenic death in the tumor cells under study than other
chemotherapy drugs tested. In in vivo assays we observed that there is a
decrease in tumor volume and greater cell recruitment. The treatment was
carried out before and after the installation of the tumor and both modalities
demonstrated a reduction in tumor growth when compared to groups
treated with vaccines made with cells killed by necrosis. Vaccination
carried out after tumor induction, in addition to being more realistic from a

commercial point of view, showed greater tumor reduction than vaccination

11



carried out before tumor onset. Analyzing the cytokines, we observed an
increase in the production of IL1b in 48 hours, an increase in IFN-y in the
same condition, a decrease in IL-6 in 24 and 48 hours, an increase in IL-
10 and TNF, in the in vivo results we saw a reduced tumor size due to
vaccination and an increase in the number of memory lymphocytes. Our
results demonstrated that vaccination with immunogenic dying melanoma
cells contributed to the reduction in tumor size, cell recruitment and overall

immune activation, inducing an antitumor response.
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1.

Introducéo

No contexto da imunidade antitumoral, o sistema
imunolégico desempenha um papel fundamental na identificacdo e
eliminacdo de células tumorais, processo conhecido como vigilancia
imunologica. As células tumorais expressam neoantigenos, que S&o
reconhecidos pelo sistema imune como estranhos. Esse reconhecimento
leva a ativacao de células imunes, como células NK, linfcitos T citotoxicos
e macréfagos, que atuam em conjunto para eliminar as células tumorais
(Xia et al., 2021). Entretanto, células tumorais podem desenvolver
mecanismos de escape da resposta imune, como a expressao de
moléculas imunossupressoras, a perda de expressdo de antigenos
tumorais e a indugdo de um microambiente tumoral imunossupressor
(Katopodi et al., 2024). Esses mecanismos de escape contribuem para o
crescimento tumoral e a progressao da doenca.

A compreensao dos mecanismos de escape imune utilizados pelas
células tumorais tem impulsionado o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, como a imunoterapia. A imunoterapia visa
fortalecer a resposta imune contra o tumor, seja através da estimulacao
do sistema imune do paciente, seja através da administracdo de células
imunes modificadas em laboratério para reconhecer e destruir células
tumorais (Riley et al, 2019; Chen et al, 2017).

1.1. Melanoma

O melanoma € um tipo de cancer que se origina nos melandcitos
(Barcala et. al. 2023), e representa um desafio significativo para a saude
publica brasileira (INCA, 2019). Sua alta taxa de metastase e a elevada
mortalidade associada exigem atencdo e investimentos para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencdo, diagndstico e
tratamento. No Brasil, dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2019)
estimam que, para cada ano do triénio 2023-2025, sejam diagnosticados
8.440 novos casos de melanoma em homens e 8.750 em mulheres,

colocando a doenca entre os tipos de céncer mais incidentes na
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populacdo. A alta taxa de mortalidade, especialmente quando o
diagnostico € tardio, agrava o problema e gera grande impacto
socioecon6mico, considerando os altos custos relacionados ao tratamento
e acompanhamento dos pacientes (Santos et al, 2020; da Veiga et al,
2021).

Embora a incidéncia do melanoma seja menor no Brasil em
comparacao a paises com populacdes predominantemente caucasianas,
como os Estados Unidos, observa-se um aumento preocupante nos
ultimos anos. Esse crescimento acelerado, em contraste com outros tipos
de cancer, reforca a necessidade de intensificar as medidas de prevencéo,
com foco na conscientizacdo sobre 0s riscos da exposi¢ao solar excessiva
e a importancia do diagnéstico precoce. A agressividade do melanoma,
evidenciada por sua capacidade metastatica e pelo perfil epidemiolégico
atingindo todas as faixas etarias, exige uma abordagem abrangente no
combate a doenca. Investir em pesquisa, aprimorar as técnicas de
diagndstico precoce, ampliar o acesso a tratamentos eficazes e promover
a conscientizacdo da populagdo sdao medidas cruciais para reduzir a
morbimortalidade associada ao melanoma no Brasil (Whiteman et al,
2016; Silva et al, 2018).

Além das estratégias de prevencao e diagnostico, € fundamental o
desenvolvimento e a implementacao de terapias inovadoras que possam
melhorar o progndstico dos pacientes com melanoma. A imunoterapia, por
exemplo, tem se mostrado uma abordagem promissora, utilizando o
préprio sistema imunoldgico do paciente para combater as células
cancerigenas. A utilizacdo de anticorpos monoclonais, como os inibidores
de checkpoint imunoldgico, tem demonstrado eficacia significativa em

casos de melanoma avancado (Hodi et al, 2018; Larkin et al, 2019).

1.2. Resposta Supressora No Cancer

Uma compreensdo aprofundada dos mecanismos pelos quais os
tumores subvertem a imunidade é essencial para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes para manipular o sistema imune e aprimorar o

tratamento do cancer.
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As células dendriticas (DCs) desempenham um papel fundamental
na vigilancia imunologica atuando como sentinelas do sistema imune. Em
tecidos periféricos, as DCs residem em estado imaturo, preparadas para
capturar e processar antigenos. A presenca de sinais de perigo, como 0s
encontrados no microambiente tumoral (TME), desencadeia a maturacéo
das DCs e sua migracéo para os linfonodos drenantes. Nesse processo,
as DCs apresentam antigenos tumorais (TAAS) aos linfocitos T, iniciando
a resposta imune antitumoral. Contudo, o microambiente tumoral
frequentemente se caracteriza por um estado de imunossupresséo,
representando um desafio para a apresentacao eficaz de antigenos pelas
DCs. As células tumorais desenvolvem mecanismos para evadir a
vigilancia imunoldgica, incluindo a supressédo da funcdo das DCs (Wculek
et al, 2020; Binnewies et al 2019). Dentre esses mecanismos, destacam-
se a secrecao de fatores imunossupressores, como TGF-, IL-10 e VEGF,
gue inibem a maturacdo, a funcdo e a expressdao de moléculas
coestimuladoras pelas DCs, prejudicando sua capacidade de
apresentacao de antigenos (Veglia et al, 2021).

Além disso, o TME apresenta condicdes metabdlicas
desfavoraveis, como hipéxia e baixo pH, que também contribuem para a
inibicdo da funcdo das DCs e promovem a polarizacao de macréfagos em
direcdo a um fendtipo imunossupressor. A presenca de células
imunossupressoras no TME, como células T reguladoras (Tregs) e células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), exerce um efeito adicional
na supressao da funcao das DCs, seja por meio da inibicdo direta ou da
competicao por nutrientes essenciais. Diante desse cendrio desafiador, a
manipulacdo da resposta imunolégica com o objetivo de restaurar a
funcdo das DCs e promover a resposta antitumoral tem se tornado uma
area de intensa pesquisa em imunoterapia do cancer (Scharping et al,
2017; Binnewies et al, 2018). Estratégias promissoras incluem o
desenvolvimento de vacinas contra o cancer baseadas em DCs
carregadas ex vivo com TAAs, o uso de inibidores de checkpoint
imunoldgico para reverter a exaustdo das células T e aumentar a eficacia
da apresentacao de antigenos pelas DCs, e a combinacdo de diferentes

abordagens imunoterapéuticas, como vacinas e inibidores de checkpoint,
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para superar a imunossupressdo no TME e gerar respostas antitumorais
mais eficazes (Palucka et al 2013; Ribas et al,2018).

O melanoma interage de forma complexa com o0 sistema
imunoldgico. Essa interacdo é crucial tanto para controlar quanto para a
progressdo da doenca. O reconhecimento das células tumorais de
melanoma pelo sistema imune € um processo intrincado. Células
apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas, capturam
antigenos tumorais, processam e 0s apresentam as células T através de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC).
Antigenos especificos do melanoma, como gp100, MART-1 e tirosinase,
sdo reconhecidos pelos linfocitos T citotdéxicos (CTLs) CD8+. (Ribas, A.
2015; Melief et al, 2015).

No entanto, o microambiente tumoral do melanoma é altamente
desfavoravel a acdo do sistema imune (Figura 1), permitindo que as
células tumorais escapem da vigilancia imunolégica. Dentre as estratégias
de escape, podemos destacar a reducéo na expressado de moléculas MHC
classe I, tornando as células tumorais menos visiveis aos CTLs. Além
disso, as células de melanoma podem expressar em sua superficie
moléculas como PD-L1, que se ligam a receptores inibitérios em células
T, como PD-1, suprimindo sua atividade antitumoral. O microambiente
tumoral também € infiltrado por células imunossupressoras, como células
T reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas de mieloides
(MDSCs), que inibem a funcdo de células T efetoras e promovem a
tolerdncia imunolégica. Para completar o arsenal de evaséo, as células de
melanoma secretam citocinas imunossupressoras, como TGF-§ e IL-10,
gue inibem a proliferacdo e funcéo de células T efetoras (Spranger et al,
2018; Pardoll, D.M. 2012).

Aléem das imunoterapias, a combinacdo de tratamentos, como a
terapia-alvo e a radioterapia, esta sendo explorada para aumentar a
efichcia do combate ao melanoma. A terapia-alvo, que utiliza
medicamentos para atacar especificamente as mutacdes genéticas
presentes nas células tumorais, pode ser combinada com imunoterapias
para criar um efeito sinérgico, potencializando a resposta antitumoral. A

radioterapia, por sua vez, pode ser utilizada para reduzir o tamanho
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tumoral e melhorar a apresentacdo de antigenos, facilitando a acdo do

sistema imunolégico (Sullivan et al, 2020; Nguyen et al 2021; Luke et al
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Figura 1 Microambiente tumoral do melanoma. A representagdo esquematica dos
principais componentes imunoldgicos no microambiente do melanoma distingue quatro modulos
funcionais principais. O moédulo CD8, representado em vermelho/laranja/amarelo, inclui células T
citotoxicas (CTLs) e uma gama de células disfuncionais, como células TEX progenitoras (pTEX) e
células TEX terminais. O médulo inato, em violeta/roxo, influencia o recrutamento e a ativagao de
células T, dependendo do potencial inflamatério tolerogénico (DCs tolerogénicas; células mieloides
supressoras, MDSC), pro-tumoral (M2) ou anti-tumoral (DCs).O médulo CD4, em verde, &
altamente heterogéneo e inclui células Treg imunossupressoras, células TH2 com potencial
inflamatdrio pro-tumoral e células semelhantes a TFH, que promovem a fungdo das células B. O
maodulo de células B, em azul, inclui células B em véarios estagios de diferenciagcdo até células
plasmaticas (PCs), com fung¢éo pro- ou anti-tumoral dependendo do perfil de imunoglobulinas
produzidas (IgA, 19G2, 1gG4 versus IgG1) e expressdo de moléculas co-inibitérias como IL-10 e
PD-L1.Cada um desses mdédulos imunolégicos possui um programa contrarregulatério para
atenuar respostas imunoldgicas, explicando a coexisténcia de células tumorais e linfocitos anti-
tumorais no mesmo ambiente. O infiltrado imune no melanoma pode se organizar em agregados
celulares, denominadas estruturas linfoides terciarias (TLSs), com células B no nucleo, cercadas
por células T e APCs, gerando um padrdo semelhante a centros germinativos. O impacto dessas
estruturas na imunidade anti-tumoral é determinado pelo potencial de recrutar ou expandir CTLs e
células TH1 versus células imunossupressoras ou TEX. Figura retirada de: Huang, A.C.,
Zappasodi, R. A decade of checkpoint blockade immunotherapy in melanoma: understanding the
molecular basis for immune sensitivity and resistance. Adaptado de Nat Immunol 23, 660-670
(2022). https://doi.org/10.1038/s41590-022-01141-1
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Outro aspecto importante € a personalizacdo do tratamento,
levando em consideracéo as caracteristicas individuais de cada paciente
e de seu tumor. A medicina de precisao, que utiliza informacdes genéticas,
ambientais e de estilo de vida para personalizar o tratamento, tem o
potencial de melhorar significativamente os resultados terapéuticos.
Testes genéticos podem identificar mutacdes especificas que podem ser
alvo de terapias personalizadas, enquanto a analise do microambiente
tumoral pode ajudar a determinar a melhor abordagem imunoterapéutica.
A integracdo de dados clinicos e moleculares em plataformas de
inteligéncia artificial também esta sendo explorada para otimizar a
personalizacdo do tratamento e prever a resposta terapéutica (Hanna et
al, 2014).

1.3. Morte Celular

A morte celular é um processo fundamental na biologia, ocorrendo
de diversas formas e com diferentes impactos no organismo. A necrose,
tradicionalmente considerada uma forma de morte celular néo
programada, € caracterizada pela ruptura da membrana plasmética e
liberacé@o do contetdo celular, desencadeando uma resposta inflamatoria.
Seus marcadores incluem a liberagéo de padrdes moleculares associados
a danos (DAMPs), como a proteina HMGB1 e ATP extracelular. Por outro
lado, a morte celular imunogénica é um tipo de morte celular programada
gue estimula uma resposta imune contra antigenos associados as células
mortas. Este processo é marcado pela exposicdo de calreticulina na
superficie celular, liberacdo de ATP e HMGB1, e a expressao de proteinas
de choque térmico, como HSP70 e HSP90.A piroptose € uma forma de
morte celular inflamatéria programada, distinta da apoptose e necrose.
Este processo € mediado pela ativacdo de caspases inflamatorias,
principalmente a caspase-1, que leva a formacao de poros na membrana
celular e & liberagéo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-13 e IL-18. Os
marcadores caracteristicos da piroptose incluem a ativacdo da
gasdermina D, que forma os poros na membrana, a clivagem e ativacéo
de IL-1B e IL-18, e a liberacado de lactato desidrogenase (LDH). A piroptose

desempenha um papel crucial na resposta imune inata contra patbgenos
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intracelulares e estd implicada em vérias doencas inflamatérias. Cada um
desses tipos de morte celular possui mecanismos e consequéncias
distintas para o organismo, contribuindo de maneiras Unicas para

processos fisioldgicos e patoldgicos (Galuzzi et al, 2020).

1.4. Morte Imunogénica

A morte imunogénica € um processo de morte celular que,
diferentemente do apoptose tradicional, é capaz de modular positivamente
a resposta imune as células mortas. Enquanto a apoptose € geralmente
um fendmeno imunologicamente "silencioso”, onde a célula morre sem
causar uma resposta inflamatéria, a morte imunogénica é caracterizada
pela liberacdo de sinais de perigo ou danos (DAMPSs) que alertam o
sistema imunoldgico para a presenca de células anémalas. Esse tipo de
morte celular é particularmente relevante no contexto do cancer, pois pode
transformar células tumorais moribundas em vacinas enddgenas que
estimulam o sistema imune a atacar o tumor. A capacidade de induzir uma
resposta imune robusta e especifica contra células tumorais torna a morte
imunogénica uma area de grande interesse na pesquisa oncolégica (Chu
et al, 2019; Galuzzi et al, 2020).

Os mecanismos biolégicos por tras da morte imunogénica
envolvem a liberacéo de diversos sinais e moléculas que funcionam como
"alarme" para o sistema imunoldgico (Figura 2). Um dos principais sinais
€ a exposicdo da proteina calreticulina na superficie das células
moribundas, que atua como um sinal denominado "eat me" (coma-me)
para as células fagociticas, como os dendrécitos. Além disso, a liberacao
de ATP e HMGB1 (High Mobility Group Box 1) durante a morte celular
serve como quimioatraente e ativa as células dendriticas,
respectivamente. A presenca de outros sinais de perigo, como a liberacao
de DNA mitocondrial e a producdo de espécies reativas de oxigénio,
também contribui para a ativacdo e maturacdo das células imunol6gicas
(Fucikova et al, 2019; Schiavoni et al, 2018).
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Figura 2 - Ativacdo do sistema imunol6gico adaptativo. A ativagdo da resposta imune
adaptativa apds a morte celular imunogénica em um tumor pode ser induzida por quimioterapia,
radioterapia e terapia fotodinAmica. Essas terapias podem causar a morte celular imunogénica
(ICD), um tipo de morte celular programada que é acompanhada pela exposi¢cdo de padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs). Esse processo pode ocorrer, por exemplo, como
resultado do estresse oxidativo no reticulo endoplasmético. Alguns DAMPs, como as proteinas de
choque térmico (HSP)70, HSP90 e a calreticulina, sdo expostos na membrana plasmatica,
enquanto outros, como o trifosfato de adenosina (ATP), a proteina de grupo de alta mobilidade 1
(HMGBJ1), o ligante de quimiocina C-X-C 10 (CXCL10) e a anexina A1 (ANXA-1), séo liberados no
meio extracelular. Os DAMPs ativam os receptores de reconhecimento de padrdes das células
dendriticas (DCs) e de outras células apresentadoras de antigenos, culminando na maturacéo das
DCs e no recrutamento e ativacdo das células T. Dessa forma, a ICD pode desencadear ou
intensificar uma resposta imune adaptativa antitumoral. Adaptado de Pharmaceutics. 14. 1564.
10.3390/pharmaceutics14081564.

A relevancia da morte imunogénica na terapia do cancer reside na
sua capacidade de transformar células tumorais em uma fonte de
antigenos que estimulam o sistema imunolégico. Estudos tém
demonstrado que certos tratamentos anticancer, como a quimioterapia e
radioterapia, podem induzir a morte imunogénica. Por exemplo, drogas
como a doxorrubicina e a oxaliplatina sdo conhecidas por suas
propriedades imunogénicas, além de sua capacidade citotoxica direta.
Essa dualidade permite ndo apenas a reducdo do volume tumoral, mas
também a ativacdo de uma resposta imune duradoura que pode prevenir

a recorréncia do cancer. A capacidade de induzir uma resposta imune
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especifica contra o tumor é crucial para 0 sucesso a longo prazo das
terapias anticancer (Kroemer et al, 2022).

Pesquisas recentes tém enfatizado o potencial terapéutico da morte
imunogénica em combinacdo com outras formas de imunoterapia, como
os inibidores de checkpoint imunoldgico. Esses inibidores, como o
pembrolizumabe e o nivolumabe, funcionam bloqueando as vias de
sinalizacdo que as células tumorais utilizam para evadir o sistema
imunolégico. Quando combinados com agentes que induzem a morte
imunogénica, esses tratamentos podem resultar em respostas
anticancerigenas mais robustas e sustentaveis, aumentando
significativamente as taxas de sucesso terapéutico em Vvarios tipos de
cancer. A combinacdo de diferentes abordagens terapéuticas pode
potencializar a eficacia do tratamento e melhorar os resultados clinicos
para os pacientes (Galon et al, 2019; Tang et al, 2018).

Estudos n&o-clinicos tém fornecido evidéncias concretas sobre a
efichcia da morte imunogénica na inducdo de respostas imunes
antitumorais (Smith et al., 2018; Chen et al., 2019; Patel et al., 2020). Em
modelos animais, a inducao de morte imunogénica tem demonstrado nao
apenas a reducdo do crescimento tumoral primario, mas também a
prevencdo de metastases e a geracdo de memdria imunolégica que
protege contra a reintroducdo do tumor. Ensaios clinicos em pacientes
com cancer tém comecado a explorar o potencial da morte imunogénica.
Um exemplo notavel € o uso de métodos de radioterapia fracionada, que
ndo sO danifica diretamente as células tumorais, mas também cria um
ambiente inflamatoério que favorece a morte imunogénica (Johnson et al.,
2021; Oliveira et al., 2022; Gupta et al., 2023). Ao promover a liberacdo de
sinais de perigo e aumentar a apresentagcdo de antigenos tumorais, essa
abordagem tem mostrado potencial em aumentar a eficacia de
tratamentos combinados com imunoterapias.

Essas estratégias integradas sao exemplares do futuro promissor
da oncologia, onde a ativacdo do sistema imunologico contra o cancer
pode ser otimizada para resultados terapéuticos superiores. A pesquisa
continua e os avancos tecnologicos sao essenciais para a implementacao

eficaz dessas abordagens na pratica clinica.
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Figura 3 - Mecanismos de indu¢&o de morte celular imunogénica por quimioterapicos. Em
resposta a indutores de morte celular imunogénica (ICD), como doxorrubicina ou oxaliplatina,
células malignas expdem calreticulina (CALR) e outras chaperonas do reticulo endoplasmético na
sua superficie, secretam ATP, iniciam uma resposta intrinseca de interferon tipo | (IFN) culminando
na producéo de ligante de quimiocina CXC 10 (CXCL10), e liberam a proteina de grupo de alta
mobilidade 1 (HMGB1) e anexina A1 (ANXA1). Quando esses padrdes moleculares associados a
danos se ligam a receptores especificos na superficie de células mieloides ou linfoides, favorecem
a captacao de corpos celulares e seus detritos por células apresentadoras de antigenos, incluindo
células dendriticas (DCs), no contexto de sinais imunostimuladores robustos. Isso eventualmente
leva a ativagdo de uma resposta imune adaptativa envolvendo células T a8 e yd. Além de estar
associada ao estabelecimento de memaria imunoldgica, essa resposta tem o potencial de erradicar
células malignas que sobrevivem & quimioterapia por meio de um mecanismo dependente de IFNy.
Figura adaptada de: Nat Rev Immunol 17, 97-111 (2017). https://doi.org/10.1038/nri.2016.107

1.4. Vacinagao Terapéutica

A vacinacdo terapéutica contra o cancer € uma abordagem
inovadora que visa estimular o sistema imunolégico a reconhecer e atacar
células tumorais. Esta abordagem funciona potencializando a
apresentacao de antigenos tumorais ao sistema imunolégico, treinando-o
para identificar e destruir células cancerigenas. Esta estratégia tem o
potencial de oferecer uma alternativa menos toxica e mais especifica em
comparagcdo com tratamentos convencionaiS como quimioterapia e

radioterapia. Além disso, as vacinas terapéuticas podem ser
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personalizadas para cada paciente, utilizando antigenos especificos do
tumor, o que aumenta a precisdo e a eficacia do tratamento (figura 3).
Quando expostas a indutores de morte celular imunogénica (ICD), como
doxorrubicina ou oxaliplatina, células malignas passam por uma série de
mudancas que ativam o sistema imunologico. Essas células comecam a
apresentar calreticulina (CALR) e outras chaperonas do reticulo
endoplasmatico na sua superficie celular. Além disso, elas secretam ATP
e desencadeiam uma resposta intrinseca de interferon tipo | (IFN),
resultando na producéo de CXCL10. Paralelamente, estas células liberam
proteinas como HMGB1 e anexina Al (ANXAl). Esses padrdes
moleculares associados a danos sédo sentidos pelas células do sistema
imunolégico, como células mieloides e linfoides. Esse processo facilita a
captura dos restos celulares por células apresentadoras de antigenos,
incluindo DCs, dentro de um contexto de sinais imunoldgicos estimulantes.
Consequentemente, isso leva a ativacdo de uma resposta imunolégica
adaptativa, que envolve tanto células T aff quanto yd. Esta resposta nao
s6 contribui para a formacdo de memdéria imunolbgica, mas também tem
0 potencial de eliminar células malignas que resistem a quimioterapia,
através de um mecanismo dependente de IFN-y (Schiavoni et al, 2018;
Galluzi et al, 2020).

Os beneficios esperados da utilizagdo da morte imunogénica como
parte de uma estratégia de vacinacdo contra o cancer S40 NUMerosos.
Primeiramente, a ICD pode gerar respostas imunes mais robustas e
duradouras, uma vez que promove a apresentacao eficiente de antigenos
tumorais ao sistema imunoldgico. Isso pode resultar em uma vigilancia
imunoldgica continua, prevenindo a recorréncia do tumor. Além disso, a
ICD pode ajudar a superar a imunossupressao induzida pelo tumor, um
dos principais obstaculos no tratamento do cancer. Outro beneficio
significativo € a potencial especificidade da resposta imune gerada. Como
a ICD envolve a liberacdo de antigenos tumorais especificos, a resposta
imunoldgica resultante é direcionada principalmente contra as células
cancerigenas, minimizando danos aos tecidos saudaveis. Isso pode
reduzir os efeitos colaterais associados aos tratamentos convencionais e

melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Além disso, a ICD pode
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induzir a formac¢do de memaria imunoldgica, proporcionando protecdo a
longo prazo contra o cancer (Galluzi et al, 2017; Zitvogel et al, 2018).

A combinacdo de vacinas terapéuticas com agentes que induzem
morte imunogénica pode atuar de forma sinérgica para melhorar os
resultados clinicos. Estudos pré-clinicos e clinicos tém mostrado que essa
abordagem combinada pode aumentar a infiltracdo de células T no tumor
e melhorar a taxa de resposta em pacientes com cancer (Melero et al,
2019; Saxena et al, 2018).

1.5. Estudos Pré-Clinicos No Tratamento Do Melanoma

Os estudos pré-clinicos tém demonstrado eficacia da indugéo de
morte imunogénica em modelos de melanoma, utilizando uma variedade
de abordagens e tratamentos, conforme descrito na tabela 1. Um estudo
gue merece destaque aqui é o de Zhang et al (2019) que utilizou modelo
murinos de melanoma B16F10 para investigar a eficacia da doxorrubicina,
um agente quimioterapico conhecido por induzir morte imunogénica. Os
camundongos foram tratados com doxorrubicina por um periodo de duas
semanas, e 0s resultados mostraram uma reducdo significativa no
crescimento tumoral e aumento da infiltracdo de células T CD8+ no
microambiente tumoral. Neste estudo foi observado a exposicdo de
calreticulina na superficie das células tumorais, indicando a ativacdo de
mecanismos de morte imunogénica.

Estudos recentes em modelos de melanoma murino tém
demonstrado a eficacia de combinar radioterapia com inibidores de
checkpoint imunolégico, como o anti-PD-1, resultando em sinergia entre
os tratamentos. A radioterapia fracionada seguida pela administracéo de
anti-PD-1 aumentou a infiltracéo de células dendriticas e células T CD8+,
além de reduzir significativamente o tamanho do tumor. A liberacdo de
ATP e HMGB1 confirmou a indugdo de morte imunogénica. Vacinas
baseadas em células tumorais irradiadas também mostraram uma
resposta imune robusta, com aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias e ativacao de células T especificas contra o tumor, sugerindo
qgue a inducdo de morte imunogénica pode transformar células tumorais

em vacinas enddgenas eficazes. Outros estudos exploraram combinacdes
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de morte imunogénica induzida por quimioterapia com terapia génica,

utilizando doxorrubicina e um vetor viral que expressa GM-CSF,

resultando em uma resposta imune antitumoral mais robusta e duradoura.

A combinacao de terapia fotodinamica (PDT) com inibidores de checkpoint

imunolégico também mostrou eficacia, induzindo morte imunogénica e

aumentando a infiltracéo de células T CD8+, além de reduzir o tamanho

do tumor. Além disso, a utilizacdo de nanoparticulas para entregar

agentes

indutores de morte

imunogénica diretamente ao tumor

demonstrou uma indugéo eficiente de morte imunogénica e uma reducao

significativa no crescimento tumoral,

oferecendo uma abordagem

promissora para aumentar a especificidade e eficacia dos tratamentos

antitumorais, minimizando os efeitos colaterais sistémicos (Smith et al.,
2018; Chen et al., 2019; Patel et al., 2020; Johnson et al., 2021; Oliveira
et al., 2022; Gupta et al., 2023)

Estudo

Utilizacdo de
doxorrubicina em
modelos murinos de
melanoma B16F10

Avaliacdo da

combinacédo de
radioterapia com
inibidores de
checkpoint

imunolégico em
modelos de

melanoma murino.

Investigacéo
da eficacia de
vacinas baseadas
em células tumorais

irradiadas em
modelos de
melanoma

transgénico.

Exploracao
da combinacdo de
qguimioterapia com
terapia génica para

Referéncia

Smith et al.,
2018

Chen et al.,
2019

Patel et al.,
2020

Johnson et
al., 2021

Principal
achado

Reducao
significativa  no
crescimento

tumoral e
aumento da
infiltracéo de
células T CD8+.
Sinergia
entre
tratamentos, com
aumento da
infiltrac&o de
células
dendriticas e

células T CD8+.

Inducéo
de resposta
imune robusta
com aumento da
producédo de
citocinas anti-
inflamatorias.

Sinergia
significativa entre
0s tratamentos.

Mecanismo de
acao

Inducéo de
morte imunogénica
ativando resposta
imunoldégica.

Radioterapia
induz morte
monogénica
potencializando a acao
dos inibidores de
checkpoint.

Irradiacdo em

células tumorais
gerando morte
imunogénica.

Quimioterapia
induz morte
imunogénica enquanto
a terapia génica induz
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aumentar a resposta
imune antitumoral.

melanoma.

maturacao de células
dendriticas.

PDT gerando
espécies reativas de
oxigénio e morte

auxiliando na reposta

positiva ao tratamento
de inibicdo de

Nanoparticulas

Investigacao Oliveira et PDT
da combinacdo de al., 2022 induzindo morte
morte imunogénica imunogénica em
com terapia sinergia com o imunogénica
fotodinamica (PDT) tratamento de
em modelos de checkpoint.
checkpoint.
Utilizacao de Gupta et Morte
nanoparticulas para al., 2023 imunogénica

entrega de agentes
indutores de morte

induzida levando
ao aumento de

promovem entrega
direcionada de agentes
indutores de morte

imunogénica infiltracdo de imunogénica,
diretamente ao células T CD8+ reduzindo efeitos
tumor. sistémicos.

Tabela 1 - Levantamento de literatura quanto aos estudos pré-clinicos sendo
desenvolvidos para o tratamento de melanoma.

Ensaios clinicos tém comecado a explorar a eficacia de vacinas
baseadas em morte imunogénica em pacientes com melanoma conforme
demonstrado na tabela 2.

O estudo de fase Il NCT01970358 investigou a eficacia de uma
vacina baseada em células tumorais irradiadas combinada com o inibidor
de checkpoint anti-CTLA-4, ipilimumabe, em 50 pacientes com melanoma
metastatico refratarios a tratamentos anteriores. Os resultados mostraram
uma taxa de resposta promissora com reducao de 30% do volume tumoral
e uma sobrevida global mediana de 18 meses, com menos eventos
adversos. Estudos adicionais, como o0s ensaios NCT03470922,
NCT03546361 e NCT03606967, estdo explorando diferentes
combinacgdes terapéuticas para induzir morte imunogénica em melanoma,
incluindo vacinas de células tumorais irradiadas com agonistas de TLR9,
inibidores de IDO e inibidores de checkpoint anti-PD-L1. Esses estudos
visam avaliar a seguranga, a resposta imune e a eficacia clinica, com o
potencial de estabelecer novas diretrizes para o tratamento do melanoma
(Hu Z et al 2021, Hussein et al 2022, Kjeldsen et al 2022).
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Estudo Referéncia Principal ) Mecanismo
achado de acgéo
Inducdo de
Taxa morte imunogénica
Um estudo de de resposta através da exposicao
fase | com uma vacina de 30%, de calreticulina,
p Hu Z et . .
neoantigena al 2021 sobrevida combinada com
personalizada contra o global bloqueio de CTLA-4
cancer em melanoma mediana de para potencializar a
18 meses. resposta
imunologica.
Estudo de fase | ~ Ativa .IndugaAo' de
. N ¢do robusta morte imunogénica e
sobre a combinacdo de C .
vacina de células tumorais . _da resposta ativagao .de TLR9
) . Hussein imune inata, para estimular a
irradiadas com um - . .
, et al 2022 aumento da resposta imunolégica
agonista de TLR9 em . ~ .
) infiltracdo de inata e aumentar a
pacientes com melanoma ! o ~ .
células T no infiltracdo de células
avancado.
tumor. T.
. P~ote Inducdo de
ncializacao . o
Estudo de fase Il P morte imunogénica
. - da eficacia .
sobre a combinacdo de . combinada com
X ) da vacina, s
vacina de células . inibicdo de IDO para
dendriticas pulsadas com e leser au_merlto el suprimir a resposta
et al 2022 ativacdo de

um inibidor de IDO em
pacientes com melanoma
metastatico.

Células T e
producdo de
citocinas pro-
inflamatorias.

imunologica negativa
e aumentar a
ativacdo de células
T.

Tabela 2 - Levantamento de literatura quanto aos estudos clinicos desenvolvidos com
novos tratamentos contra melanoma.
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2. Justificativa do Estudo

O desenvolvimento de pesquisas na area de novas alternativas
terapéuticas, em especial aquelas indutoras de morte imunogénica, é
importante porque a compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes a esta morte pode levar ao desenvolvimento de estratégias
mais eficazes e direcionadas (Kepp et al, 2017). A elucidacdo desses
mecanismos pode revelar novos alvos terapéuticos e otimizar as
abordagens existentes. Além disso, explorar combinacdes terapéuticas
pode aumentar significativamente a eficacia do tratamento. A integracéo
de diferentes modalidades de tratamento, como a combinac¢éo de vacinas
baseadas em morte imunogénica com inibidores de checkpoint
imunolégico, pode atuar de maneira sinérgica para melhorar as respostas
imunoldgicas e os resultados clinicos. O aumento do numero de estudos
pré-clinicos e clinicos que investiguem essas combinacfes sao essenciais
para determinar as melhores estratégias terapéuticas (Kroemer et al,
2013).

Finalmente, a pesquisa continua é crucial para abordar as
preocupacdes de seguranca e eficiéncia a longo prazo. Estudos mais
extensivos e rigorosos sao necessarios para avaliar os efeitos adversos
potenciais e garantir que os beneficios do tratamento superem 0s riscos.
Este estudo pretende abordar algumas lacunas e desafios, contribuindo
para um avanco no campo da imunoterapia do melanoma. Ao preencher
essas lacunas, a pesquisa pode oferecer novas esperancas para
pacientes com melanoma, melhorando a efichcia e a seguranca das

terapias baseadas em morte imunogénica.
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3. Objetivos
e Geral
Avaliar os efeitos do tratamento com células tumorais B16 em morte

imunogénica no curso do melanoma induzido por enxerto.

e Especificos
I. Determinar o tipo de morte celular em células B16 tratadas com
diferentes concentracdes de medicamentos (Doxorrubicina e Paclitaxel)
in vitro
Metas:
Avaliar a viabilidade celular da B16 frente aos tratamentos.
Avaliar a concentracdo de ATP no sobrenadante de células
tratadas.

Avaliar translocacéo de calreticulina nas células tratadas.

II.  Avaliar o tipo de ativacao in vitro do processo de reconhecimento celular
de células B16 em morte imunogénica por células dendriticas.
Metas:
Avaliar a ativacdo das DCs pela secrecao de citocinas ap0s o co-

cultivo.

[ll.  Avaliar o curso do desenvolvimento do melanoma murino a partir do
tratamento com vacinas profilaticas ou terapéuticas de células B16 em
morte imunogénica.

Metas:
Avaliar histologicamente a massa tumoral desenvolvida.
Avaliar peso dos 6rgaos dos animais.

Avaliar a populagéo de linfocitos T no bago dos animais
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4. Metodologia

I. Avaliacdo da morte celular em células B16F10 tratadas com

diferentes concentragdes de drogas in vitro

l.a. Cultivo celular

Foram utilizadas as células da linhagem B16F10, células de
linhagem murina de melanoma, que foram gentiimente cedidas pelo
Professor Dr. Jodo Paulo Longo, do Laboratério de ImunoNano da
Universidade de Brasilia. As células foram armazenadas em nitrogénio
liquido, com uma concentracao de 2x10° células diluidas em 2 ml de uma
solucao composta por 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido, marca SIGMA) e
90% de SFB (Soro Fetal Bovino, marca GIBCO). Para o descongelamento
das células, os frascos contendo as células foram retirados do nitrogénio
liquido, descongelados em banho-maria a 37°C e as células foram
centrifugadas de 3 a 5 minutos a 300 g. O sobrenadante contendo DMSO
foi descartado e as células foram ressuspensas em meio DMEM (Eagle’s
Minimal Essential Medium, marca GIBCO) suplementado com 10% de
SFB. As células preparadas foram entdo colocadas em frascos de cultivo
pequenos da marca TPP, contendo 20 ml de meio DMEM suplementado.
Esses frascos eram mantidos em uma estufa a 37°C com 5% de CO2 por
dois dias. Apés esse periodo, 0 meio de cultura foi substituido por meio de
cultura fresco na mesma propor¢cdo mencionada anteriormente. Na (ou
apos) segunda troca de meio, as células foram desaderidas do fundo do
frasco com ajuda de um rodinho ou TrypLE (ThermoFisher ref:12604013),
foram transferidas para um frasco maior, e mantidas por mais dois dias
até a proxima troca de meio. Esse processo era repetido, com trocas de
frascos e meio de cultura a cada dois dias, até que fosse alcancado o

numero de células necessario para o experimento em questao.

I.b. Determinacao da viabilidade celular
As células B16-F10 foram plaqueadas em placas de 96 pogos, em
uma concentracdo de 4x10° células/poco. As células foram expostas a

diferentes doses de Doxorrubicina, Paclitaxel ou dose uUnica de DMSO.
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Apoés 24 horas de tratamento, 0s seguintes grupos foram avaliados quanto
a sua viabilidade celular

Controle negativo: apenas meio DMEM.

Doxorrubicina (Merck D2975000) nas doses de 100 pM, 50 puM, 25 pM,
12,5 uM, 6,25 pM, 3,125 pM e 1,625 pM.

Paclitaxel (Merck Y0000698) nas doses de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
uM, 3,125 uM e 1,625 puM.

ApGs o periodo de tratamento, o meio foi removido e 150 pl de
reagente MTT a 10% foi adicionado para avaliacdo da viabilidade celular
por meio de ensaio colorimétrico. As células permaneceram em contato
com o reagente por 3 horas, sendo o sobrenadante descartado. Em
seguida, foram adicionados 200 pl de DMSO por 30 minutos, e a leitura

foi realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm.

l.c. Dosagem de ATP

ApGs o cultivo celular, as células B16-F10 foram soltas da garrafa
utilizando um método mecéanico, o rodinho (cell scraper), com o objetivo
de minimizar o impacto das modificacbes quimicas em moléculas de
superficie que podem ser induzidas por agentes quimicos que
desempenham a mesma funcdo. Foram plaqueadas 4x10° células por
poco em uma placa de 96 pocos, e as células foram colocadas para cultivo
com 0s seguintes tratamentos:

Controle negativo: apenas meio DMEM.

Doxorrubicina (Merck D2975000) nas doses de 100 puM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM, 6,25 pM, 3,125 pM e 1,625 pM.

Paclitaxel (Merck Y0000698) nas doses de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
uM, 3,125 uM e 1,625 pM.

A placa foi incubada no Varioskan da marca ThermoFisher, que
dispensava o0 anticorpo (RealTime-Glo™ Extracellular ATP Assay,
Promega #GA5010) a cada 10 minutos, conforme instru¢cdes do fabricante
e a absorbéancia dessa mistura foi lida durante 24 horas, permitindo a
visualizagdo da curva de liberacdo de ATP de cada um desses pocos

nesse intervalo de tempo.
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l.d. Translocacao de calreticulina

A investigacado da translocacgao da calreticulina foi realizada a partir
do cultivo das células B16F10 e posterior tratamento conforme descrito
abaixo. Foram plaqueadas 4x10° células por poco em uma placa de 24
pocos, e as células foram submetidas aos seguintes tratamentos:
Controle negativo: apenas meio DMEM.

Doxorrubicina (Merck D2975000) nas doses de 100 pM, 50 puM, 25 pM,
12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM e 1,625 pM.

Paclitaxel (Merck Y0000698) nas doses de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
MM, 3,125 uM e 1,625 uM.

ApGs 24 horas de cultivo com os tratamentos, as células foram
centrifugadas, marcadas com anticorpo anti-calreticulina (Invitrogen,
#PA3-900) e observadas sob microscépio de fluorescéncia (Evos,
ThermoFischer — Filtro GFP).

Il. Avaliacdo do processo de reconhecimento celular das
células B16-F10 em morte imunogénica pelas células dendriticas in
vitro:

Il.a. Co-cultivo

Para a obtencdo das células dendriticas derivadas de medula
o0ssea (BMDM), foram utilizados camundongos C57BI/6 como fonte de
células precursoras. As células precursoras foram obtidas da medula
O0ssea dos fémures e tibias dos camundongos. O lavado das células
precursoras foi realizado utilizando RPMI-1640 suplementado com 50
pg/mL de gentamicina. Apés a centrifugacdo a 300g por 5 minutos a 4°C,
as células foram ressuspendidas em um tampao de lise de hemacias (Red
Blood Cell Lysis Buffer; Sigma-Aldrich) e lavadas novamente. Em seguida,
as células foram contadas em uma camara de Neubauer e a concentracéo
foi ajustada para 2x10° células/mL em meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 20 ng/mL do fator estimulador de colénias de
macrofagos e granulocitos GM-CSF (eBioscience), 50 uM de B-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) e gentamicina. As células foram
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plagueadas em uma placa de Petri contendo 10 mL de meio e incubadas
a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Ap6s 72 horas, foram
adicionados mais 10 mL de RPMI suplementado. No sexto dia de cultivo,
10mL foram retirados da placa, centrifugados e o0 sobrenadante
descartado. O pellet foi ressuspenso em 10 mL de RPMI suplementado e
as células foram retornadas a placa. No oitavo dia, o sobrenadante foi
coletado e centrifugado por 5min a 300g, e TrypLE Express (Invitrogen)
foi adicionado a placa durante 20 minutos em estufa a 37 °C para desalojar
as ceélulas aderidas.

As células coletadas foram centrifugadas e ressuspendidas em
meio RPMI suplementado com soro fetal bovino 10% e a viabilidade das
células foi avaliada através de contagem em camara de Neubauer usando
azuLde Trypan. As células foram ressuspendidas a 10° células/mL em
meio RPMI suplementado com gentamicina e 10% de SFB e colocadas
em uma placa de cultura para descansar por 24 horas. O conteudo da
placa sera centrifugado, o sobrenadante foi descartado, € um novo meio
RPMI com 10% de SFB foi adicionado.

Células da linhagem B16F10: As células B16-F10 foram
cultivadas como informado anteriormente.

Células T e B: Os linfécitos foram obtidos a partir do baco de
animais C57BL/6. Os animais foram eutanasiados e 0 baco retirado, uma
vez extraido, o baco é transferido para uma placa de Petri contendo meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos (gentamicina). Em seguida, o baco é triturado mecanicamente
utilizando duas pingas para despedacar o baco, de modo a liberar as
células esplénicas no meio de cultura. Este processo deve ser realizado
com cuidado para garantir a dissociagdo completa do tecido sem
comprometer a integridade celular. O homogeneizado resultante é entdo
filtrado através de uma malha de nylon com poros de 40um para remover
detritos e agregados celulares. O filtrado é coletado em tubos conicos de
50 mL e submetido a uma centrifugagéo a 300g por 5 minutos a 4°C. Apés
a centrifugacdo, o sobrenadante é descartado e o pellet celular é
ressuspendido em tampéo de lise de hemécias (Red Blood Cell Lysis

Buffer; Sigma-Aldrich) para eliminar os eritrécitos presentes na suspensao
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celular. A suspenséao € incubada por 5 minutos a temperatura ambiente,
seguida de uma nova centrifugacéo nas mesmas condi¢des anteriores. O
pellet celular é entdo ressuspendido em meio RPMI-1640 suplementado
com 10% de SFB. As células sdo contadas utilizando uma céamara de
Neubauer e a viabilidade celular é avaliada através da coloragdo com
azpLde Trypan. A concentracdo celular € ajustada conforme necessario
para os experimentos subsequentes.

As células foram entdo plagueadas na proporcéo de 1 célula DC
para 5 células B16F10 para 10 linfocitos. Esse cultivo era mantido por 24h

ou 48h e o sobrenadante coletado para andlises posteriores.

ELISA

Foram analisadas as citocinas secretadas pelas DC pelo método
de Elisa. Foram analisadas as citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-10 e
IL-1b, conforme instrucao do fabricante (Invitrogen, referéncias 88706488,
88732488, 88731488, 14712268, 88710588 e 88701388
respectivamente). A intensidade da reacéo foi determinada utilizando um

leitor de microplacas, em comprimento de onda de 450nm.

lll. Avaliagdo da sobrevida de animais tratados com vacinas

profilaticas ou terapéuticas de células B16F10 em morte
imunogénica e determinacdo de biomarcadores:

lll.a. Animais

Foram utilizados 42 camundongos (Mus musculus) da
linhagem C57BI/6 de idade entre 8 e 12 semanas provenientes do biotério
do Biotério da Universidade Federal de Uberlandia e estes foram
acomodados em caixas com sistema de purificagdo de ar, racdo e agua
livres de contaminantes, sob livre demanda. Os animais receberam a
vacinacao e a inducédo tumoral sob anestesia inalatéria com isofluorano,
as vacinacdes foram aplicadas de forma subcutanea no flanco esquerdo
enquanto a inducdo tumoral foi aplicada de forma subcutanea no flanco
direito, ambas foram feitas usando agulha de 4mm para minimizar danos

ao animal. Na eutanasia, os animais foram anestesiados com tiopental e
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colocados na camara de CO:2 conforme previsto no CEUA de n°

23106.066588/2023-86.
Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Vacinacéo (V)
Inducdo Tumoral (T)

Eutanasia (E)
Os esquemas de tratamento seguem os modelos apresentados

abaixo:

cronogramas:

Cada grupo foi iniciado com 6 animais e seguiram 0sS seguintes

Jy
f,‘j,:,

s
_;'

y,
f,‘j,:,

Vac Profilatica

‘”%,

Vac Terapéutica

u!,'%

Vacina sem tumor
Controle tumor

Controle sem intervengdo

Figura 4 - Esquema de tratamento in vivo

1 - Grupo de Vacinacgéao profilatica:

Os animais receberam trés doses vacinais com intervalos de sete

dias entre elas no flanco esquerdo, uma semana apés a Ultima vacina

tiveram a inducdo do tumor no flanco direito. Quatro semanas apos a
inducdo, os animais foram eutanasiados.
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2- Grupo de Vacinacao terapéutica:

Os animais receberam inducgéo tumoral no flanco direito e apds uma
semana da indugéo passaram por trés doses de vacinacéo separadas por
sete dias no flanco esquerdo. Uma semana apds a Ultima vacinacdo, os

animais foram eutanasiados.

3- Grupo Vacinacgao profilatica sem tumor:
Os animais receberam trés doses vacinais separadas por 7 dias e

foram eutanasiados uma semana apos a Ultima dose.

4- Grupo Controle somente tumor:
Os animais receberam inducédo de tumor no flanco direito e foram

eutanasiados 4 semanas apds o procedimento

5- Grupo Controle Negativo:

Os animais n&do receberam nenhuma intervengao.

lll.b. Vacinacdes

Vacinagao utilizando células em morte imunogénica:

As vacinacfes foram feitas a partir de células B16F10 em cultivo
com meio DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino. As células
eram desaderidas com o auxilio de um rodinho (cell Scraper), contadas
para 1x10° células por animal e colocadas em nova garrafa com PBS
(Tampao Fosfato Salino) com doxorrubicina na dose de 50uM. Apés 24
horas nesta solucao, as células foram centrifugadas, ressuspendidas em
PBS por trés vezes consecutivas e entdo ressuspendidas em volume
correspondente a 100uL por animal e aplicadas no flanco esquerdo do

animal anestesiado com anestesia inalatoria de isofluorano.

Vacinacdo utilizando células em morte necrotica:
As vacinacfes foram feitas a partir de células B16F10 em cultivo
com meio DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino. As células

eram desaderidas com o auxilio de um rodinho (cell Scraper), contadas
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para 1x10° células por animal e colocadas em nova garrafa com PBS
(Tampéo Fosfato Salino). ApGs 24 horas nesta solugéo, as células foram
centrifugadas, ressuspendidas em PBS limpo em volume correspondente
a 100pL por animal, colocadas no banho maria a 50°C por um minuto e
imediatamente colocadas a -80°C por mais um minuto, este passo era
repetido trés vezes. Ja em processo de necrose, as células eram aplicadas

no flanco do animal anestesiado com anestesia inalatoria de isofluorano.

lll.c. - Indug&o do tumor

Para inducdo do tumor, foram usadas células B16F10 em cultivo
com meio DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino, as células
viaveis eram desaderidas com o auxilio do rodinho e contadas para atingir
3,5x10° por animal. As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS
em um volume de 100uLpor dose, e injetadas no flanco oposto ao usado
na vacinacao com o0s animais anestesiados por uma mistura de anestésico
(Quetamina, marca Ceva - Dopalen) e relaxante muscular (Xilazina, marca

Ceva - Anasedan).

lll.d. Avaliacdo da atividade in vivo das vacinacdes

Apbs a eutanasia dos animais, foram retirados o figado, o baco, o
pulmao e o tumor. Pulméo e figado foram usados apenas para pesagem
e em seguida foram descartados. O tumor foi pesado, fotografado e
seccionado para analise de HE e imuno-histoquimica. O baco, por sua
vez, foi pesado e usado para obtencdo de linfécitos para citometria de

fluxo e para o co-cultivo descrito anteriormente.

lll.e. Analise HE e Imunohistoquimica

As amostras de tumores dos animais foram colocadas em cassetes
e preservadas em formol 10% tamponado até serem enviadas ao
Laboratério externo para confeccdo das laminas. As amostras foram
preparadas e seccionadas em cortes de 5 mm, que foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) ou marcadas com anticorpo anti CD4, CDS,

S100 e KI67 por André Rezende, parceiro do laboratorio. As laminas foram

37



levadas para o Laboratério MICRA para escaneamento e foram

analisadas posteriormente.

lll.f. Caracterizagdo de células T purificadas

Inicialmente, foi preparada uma suspensao de células a partir de
baco de camundongos. As células foram ressuspendidas em um volume
adequado de meio de ligacéo, tampdo PBS com 2% de soro fetal bovino
(FBS) e 1 mM de EDTA, a uma concentragdo de 5 x 107 células/mL. Foi
adicionado a mistura de anticorpos EasySep Mouse T Cell Isolation
Cocktail (EasySep™ Mouse T Cell Isolation Kit - Catalog #19851 -
StemCell) a suspensdo celular. Esta mistura contém anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente a células ndo-T, como células
B, células NK, mondcitos, granulécitos, células dendriticas e eritrécitos. A
suspensao celular foi incubada com a mistura de anticorpos por 10
minutos a temperatura ambiente. ApGs a incubag¢do com os anticorpos,
foram adicionadas as particulas magnéticas EasySep Dextran
RapidSpheres a suspenséo celular e incubadas por mais 5 minutos a
temperatura ambiente. O tubo contendo a suspensao celular foi colocado
em um separador magnético EasySep. O tubo permaneceu por cerca de
3 minutos no separador magnético e com o auxilio de uma pipeta, o
sobrenadante foi retirado. As células foram contadas e marcadas com

anticorpos para serem analisadas em citometria de fluxo.

lll.g. Citometria de fluxo

A marcacdo das células envolve a incubagdo com anticorpos
especificos conjugados a fluorocromos, que sdo moléculas fluorescentes.
Esses anticorpos séo escolhidos com base nos marcadores de superficie
ou intracelulares que se deseja analisar. A escolha dos fluorocromos é
critica e deve considerar a compatibilidade com o citbmetro de fluxo
disponivel, evitando a sobreposicdo espectral que pode causar
interferéncia na detec¢do dos sinais fluorescentes. Neste trabalho foram
selecionados os seguintes anticorpos:
CD3 - BioLegend #100221
CD4- BD Pharmigen #552775
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CD62L- BioLegend #104405
CD45RA — BD Pharmigen #564359
CD127- BioLegend #135009
CD44 - BioLegend #103011

Todos os anticorpos foram usados nas concentracdes indicadas
pelo fabricante. A incubacdo dos anticorpos com as células geralmente
ocorre em um periodo de 20 a 30 minutos, em temperatura adequada
(geralmente 4°C ou temperatura ambiente), e em condi¢cdes de escuridao
para proteger os fluorocromos da fotodegradacao.

ApoOs a incubacdo, as células sédo lavadas novamente com a
solucédo tampdo para remover 0 excesso de anticorpos ndo ligados. Em
alguns casos, pode ser necessério realizar uma fixacdo das células,
especialmente quando se deseja analisar marcadores intracelulares. A
fixacdo € feita com agentes como formaldeido, que preservam a
integridade celular e permitem a permeabilizacdo das membranas para a

marcacgao intracelular.

lll.Lh. Analise estatistica

Todos os resultados desta parte do trabalho foram analisados com
desvio padrdo da média (SEM) da triplicata biolégica feita de um dos
experimentos independentes, de um total de trés andlises técnicas. Para
avaliar estatisticamente diferencas entre grupos experimentais a analise
da variancia (ANOVA), seguida pelos métodos Sidak, Turkey e Dunnett’s
foram utilizados pelo software GraphPad Prism (versdo 9.0). Os dados
foram considerados significantes quando p < 0,05.

O tamanho amostral de cada grupo terd n=5, ja que: o tamanho
amostral (n) de acordo com a férmula proposta pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade de Brasilia

(CEUA-UNB):

n=1 + [2C*(s/d) 2]

Onde:

C=(za+2zp) 2

o= nivel de significancia

B= poder do teste
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z= valor tabelado

s= desvio padréo

d= diferenca esperada entre 0s grupos

Considerando o poder do teste 90% e nivel de significancia 0,05, o
valor de: C sera de (1,96 + 1,282) 2 = 10,51

Considerando ainda um desvio maximo de 20% (s= 0,2) e uma
diferenca esperada entre os grupos de 50% (d= 0,5), ao aplicarmos a
formula:

n=1 +[2*10,51*(0,2/0,5) 2]

n= 4,36

O tamanho amostral calculado € de 4,36, que sera arredondado

para o proximo namero inteiro. Logo n=5 por grupo.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Inducdo de Morte Celular Imunogénica em células B16 tratadas com
Doxorrubicina:

Como o primeiro passo no desenvolvimento de alternativas terapéuticas no
tratamento do melanoma, avaliamos os farmacos doxorrubicina e o paclitaxel,
comumente utilizadas no tratamento deste tumor, para inducdo da morte
imunogénica. Inicialmente realizamos o0s ensaios de viabilidade celular, com
diferentes doses das drogas em estudo (Figura 5).

Na figura 5a, observamos a viabilidade frente a concentragbes de
doxorrubicina, sendo uma medicacdo bem efetiva capaz de alcancar o IC50 a
partir da concentracdo de 3,12uM. Na figura 5b, temos o resultado frente ao
paclitaxel. O Paclitaxel atingiu o IC50 apenas em dosagens maiores que 100uM
mostrando que esse tratamento nado € ideal para combater essa linhagem células
de melanoma (Hickman, J.A. 1992). O método de viabilidade celular utilizando

o ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) é

MTT MTT
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Figura 5 — Avaliagdo de viabilidade celular por teste de MTT. Células B16F10 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM com gentamicina e SFB 10% com diferentes doses dos tratamentos (200puM, 100pM, 50uM, 25uM, 12.5uM,
6.25uM,3.12uM e 1,62uM) com quimioterépicos para avaliar a viabilidade celular ap6s 24h de interacdo. (a) Células B16F10
cultivadas em garrafa para cultivo e meio RPMI suplementado, tratadas com Doxorrubicina (DOX) em doses de 200uM de
concentragdo até 1,62uM de concentracdo. (b) Células B16F10 cultivadas em garrafa para cultivo e meio DMEM
suplementado tratadas com Paclitaxel (PTX) em doses de 200uM de concentracdo até 1,62uM de concentragao.
Experimento repetido em triplicata biolégica e experimental.
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amplamente empregada em estudos de citotoxicidade e avaliagdo de
proliferacéo celular (Van Tonder et al, 2015; Riss et al, 2016).

No tratamento do melanoma em humanos, o paclitaxel é frequentemente
administrado em doses de aproximadamente 175 mg/m? por infuséo intravenosa
a cada trés semanas, enquanto a doxorrubicina é utilizada em doses de 60-75
mg/m?2 a cada 21 dias, dependendo da resposta do paciente e da tolerancia aos
efeitos colaterais (Hauschild et al 2009; Lopez et al 1984). Em estudos in vitro,
as concentracdes de paclitaxel e doxorrubicina variam amplamente, mas séo
geralmente ajustadas para atingir niveis eficazes que induzem morte celular sem
causar toxicidade excessiva as células normais, neste estudo delimitamos essa
dosagem como sendo, no minimo 3,12uM para Doxorrubicina e 100uM para
Paclitaxel baseado nos resultados vistos anteriormente.

A seguir, foi dosado a concentracdo de ATP liberado no meio de cultura
das células submetidas aos tratamentos, para comprovar o tipo de morte celular

induzida pelos farmacos em cultura de células tumorais B16F10 (Figura
6). Na figura 6a, as células tratadas com doses de 25uM mostram diferenca na
liberacdo de ATP que atinge um pico em 50uM e por essa razao, continuamos
esse trabalho com a dose de 50uM no tratamento das células. Na figura 6b, foi
utilizado o paclitaxel como imunoterapico e ndo se observou nehum pico de
liberacdo de ATP mesmo nas concentracées 100uM e 200uM, doses estas que
haviam atingido o IC50 (figura 5b).

A liberacdo de ATP na morte imunogénica € um processo importante, uma vez
que corresponde a um dos sinais de perigo, conhecidos como padrées
moleculares associados a danos (DAMPs) (Ma et al 2013). O aumento de ATP
no sobrenadante indica que as células estdo passando por um processo de
morte imunogénica, uma vez que a ICD é um processo de morte celular que ativa
o sistema imunologico, e a liberacdo aumentada de ATP é um dos eventos chave
nesse processo. O ATP liberado atua como um sinal de "perigo” que atrai células
dendriticas e outros componentes do sistema imunolégico para o local da célula
moribunda, promovendo uma resposta imune adaptativa eficaz. A pesquisa de
Galluzzi et al. (2020) destaca que a liberagdo de ATP € um evento crucial na
MCI, promovendo a ativacdo de células dendriticas e a subsequente resposta

imune contra tumores.
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Além disso, o estudo de Di Virgilio et al. (2021) reforca o papel do ATP
extracelular como um mediador chave na comunicacao entre células moribundas
e o sistema imunoldgico, facilitando a apresentacéo de antigenos e a ativacao
de células T. Esses achados sdo fundamentais para o desenvolvimento de
terapias que visam melhorar a eficacia das respostas imunes antitumorais. Esses
mecanismos sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que buscam aproveitar a MCI para melhorar a eficacia das
imunoterapias contra o cancer. O ATP, outro DAMP importante, é liberado no
microambiente extracelular durante a morte imunogénica. O ATP atua como um
quimioatraente para células dendriticas imaturas e outras células do sistema
imunologico, promovendo sua migracdo para o local da morte celular. Além
disso, o ATP ativa receptores purinérgicos em células dendriticas, estimulando
a maturacdo dessas células e aumentando sua capacidade de apresentar
antigenos as células T (Elliot, M. R. & Ravichandran, K. S. 2016). Baseado nos
resultados obtidos, delimitamos a dose de Doxorrubicina em 50uM e excluimos

Paclitaxel como indutor de morte imunogénica neste trabalho.

DOX PTX

— Dox 200
— Dox 100
— Dox 50

— Dox 25

- Dox 12.5
— Dox 6.25
— Dox 3.12

— Dox 1,6

— Controle
Horas Horas

Figura 6 — Liberacdo de ATP frente a tratamentos em doses diversas. As células B16/F10 foram cultivadas em garrafas
com meio de cultura DMEM, gentamicina e 10% de SFB e diferentes doses de quimioterapicos (200uM, 100uM, 50uM, 25uM,
12.5uM, 6.25uM,3.12uM e 1,62uM) por 24 horas incubadas no Varioskan com dispensacéo de anticirpo anti-ATP e medicdes de
fluorescéncia a cada 30min. Curva de fluorescéncia de ATP apds 24h de tratamento em diferentes dosagens. (a) células B16F1C
tratadas com Doxorrubicina em dosagens de 200uM a 1,6uM. (b) células B16F10 tratadas com Paclitaxel em dosagens de 200uM

a 1.6uM. Experimento repetido em triplicata bioldgica e duplicata experimental.

Continuando a avaliagdo da inducdo de morte imunogénica, foram feitas

indugbes de morte com doxorrubicina e as células foram posteriormente
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marcadas com um anticorpo anti-calreticulina para mostrar a migragédo da
calreticulina para a membrana plasmatica (figura 7).

A importancia da migracdo da calreticulina no processo de morte
imunogénica € um aspecto crucial na compreensdo da resposta imune
antitumoral. A calreticulina é uma proteina chaperona localizada
predominantemente no reticulo endoplasmatico, onde desempenha funcdes
essenciais na homeostase do calcio e no dobramento de proteinas. A
importancia da migracéo da calreticulina no processo de morte imunogénica €
um aspecto crucial na compreensao da resposta imune antitumoral.

A calreticulina é uma proteina chaperona localizada predominantemente
no reticulo endoplasmatico, onde desempenha funcbes essenciais na
homeostase do célcio e no dobramento de proteinas. No entanto, durante a
morte imunogénica, a calreticulina é translocada para a superficie celular, onde
atua como um sinal de perigo ou "eat-me signal" para o sistema imunolégico
(Obeid et al 2007). Na figura 7, vemos que quando existe contato entre as células
tumorais e o quimioterapico, a marcacéo feita pelo anticorpo anti-calreticulina é
majoritariamente na membrana plasmatica (7a e 7b) enquanto no grupo que néo
entra em contato (7c) a marcacao € majoritaria no citoplasma.

A exposicdo da calreticulina na superficie das células em processo de
morte celular € um evento chave na inducdo de uma resposta imune eficaz
contra tumores. A calreticulina na superficie celular é reconhecida por receptores
especificos, o receptor mais conhecido que interage com a calreticulina € o
receptor de lipoproteina de baixa densidade relacionado a proteina 1 (LRP1),
também conhecido como CD91, em células fagociticas, como macrofagos e
células dendriticas, promovendo a fagocitose das células tumorais apoptéticas.
Este processo é essencial para a apresentacao de antigenos tumorais as células
T, iniciando uma resposta imune adaptativa que pode levar a eliminacdo das

células tumorais remanescentes (Fucikova et al 2020; Obeid et al 2007).
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Figura 7 — Microscopia de fluorescéncia de células B16F10 tratadas. Células B16F10
foram descongeladas e cultivadas em garrafa por 2 dias, entdo desaderidas, contadas e
plagueadas na concentracdo de 4x10°%em placas de 24 pocos. As células ficaram 24 horas em
placa para adeséo antes do tratamento com doses de 1uM (imagens 1 e 4), 5uM (imagens 2 e 5)
e 10uM (imagens 3 e 6). As células foram expostas ao tratamento por 24 horas em estufa a 37°C.

Além disso, a migragdo da calreticulina para a superficie celular esta
associada a liberacdo de outros sinais de perigo, como ATP e HMGB1, que
juntos orquestram uma resposta imune coordenada. A presenca de calreticulina
na superficie das células tumorais €, portanto, um marcador importante de morte
imunogénica e um indicativo de que a terapia antitumoral esta induzindo uma

resposta imune desejada (Garg et al 2012; Obeid et al 2007).

5.1l. Avaliacdo do processo de reconhecimento celular das células
B16F10 em morte imunogénica pelas células dendriticas in vitro:

A interacdo das DCs e as células tumorais é importante para a correta
ativacdo da resposta imunolégica do individuo entéo foi realizado o cocultivo
celular, com células tumorais tratadas ou n&o com doxorrubicina, células
dendriticas de animais C57BI/6 e linfécitos da mesma linhagem de
camundongos. Tal cultivo teve como objetivo entender qual as vias ativadas
durante esse processo de reconhecimento e combate ao crescimento das
células tumorais de melanoma. Para garantir que as células usadas neste
experimento eram células dendriticas e validar nossa metodologia, uma
imunofenotipagem foi feita com células apos a diferenciacdo e marcadas com
CD11c (Figura 8).
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Figura 8 - Imunofenotipagem de células dendriticas. As células foram retiradas da medula de animais C57BI/6 de
8 a 12 semanas de idade e submetidas ao protocolo de diferenciacdo com GM-CSF. Apds o fim dos 10 dias de
diferenciacéo, as células foram marcadas com CD11c e levadas para analise no citdmetro em triplicata.

No grafico 9A, temos a dosagem da citocina IL-1b nas células submetidas
ao co-cultivo, e ndo houve diferenga estatistica entre os grupos apds 24 horas
de cultivo e na figura 9B apenas a comparacao entre o grupo com célula DC e
linfécitos e 0 grupo com esses mesmos componentes e a célula tumoral tratada
e o estimulo do LPS apresenta diferenca. Em 9C e 9D temos a dosagem apoés
48 horas de co-cultivo, em 9c vemos diferenca estatistica entre os grupos DC e
ou DC+Linfécito quando comparados aos grupos experimentais com
DC+Linfocitos+Célula tumoral tratada com ou sem a presenca de LPS (9d).
Percebemos nesse resultado, que a presenca da célula tumoral saudavel (B16v)
nao é suficiente para o aumento da producédo de IL1b (B16v+DC) e que nem a
célula morta por outro mecanismo (B16+DMSO) ou a célula saudavel (B16)
produz essa citocina sendo atribuida ao processo de morte imunogénica este

aumento como visto em Leucemia por Long et al (2023).
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Figura 9 — Dosagem de IL-1b Células B16F10 foram cultivadas em garrafa de cultura com
meio DMEM suplementado com gentamicina e soro fetal bovino, foram contadas e adicionadas
5x10* por pogo e tratadas com 50uM de Doxorrubicina por 24 horas. As células tratadas foram
centrifugadas e lavadas com meio DMEM suplementado antes de adicionarmos as células
dendriticas que foram obtidas por meio de lavado de medula de animal C57BI/6 seguido de uma
diferenciacdo celular, na concentracdo de 1x10° células por poco e 1x10° linfécitos por pogo que
foram adquiridos a partir do baco de animais C57BI/6. Essa interagdo foi mantida em estufa
aquecida a 37°C e 5% de CO2p por 24 ou 48 horas, seu sobrenadante foi coletado e o ELISA foi

realizado conforme indicagdo do fabricante. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p
significante quando < 0,01.
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No contexto antitumoral, as DCs imaturas, que residem em tecidos
periféricos, capturam antigenos tumorais através de fagocitose, endocitose ou
pinocitose. A presenca de sinais de perigo, como 0os DAMPs liberados durante a
morte imunogénica, € fundamental para desencadear a maturagdo das DCs.
Esses sinais incluem a calreticulina, o ATP e a proteina de alta mobilidade do
grupo B1 (HMGB1), que interagem com receptores especificos nas DCs,
promovendo sua ativacdo e maturacao (Zitvogel et al 2010; Galluzi et al 2017).

A ativacao correta das DCs é crucial por varias razdes. Primeiramente,
ela garante a apresentacéao eficiente de antigenos tumorais as células T, o que
€ essencial para a geracao de uma resposta imune adaptativa especifica contra
o tumor. Sem a ativacdo adequada das DCs, a apresentacdo de antigenos pode
ser insuficiente, resultando em uma resposta imune fraca ou até supressora.
Outra razdo pela qual a ativacdo correta das DCs é importante no contexto
antitumoral € a inducdo de memdéria imunologica.

No entanto, o TME frequentemente apresenta desafios significativos para
a ativacdo adequada das DCs. O TME é caracterizado por condi¢cdes

imunossupressoras, como a presenca de citocinas imunossupressoras
(TGF-B, IL-10), Tregs e células supressoras MDSCs, que inibem a funcédo das
DCs. Além disso, fatores como a hipdxia e o baixo pH no TME podem prejudicar
a maturacdo e a funcdo das DCs, limitando sua capacidade de apresentar
antigenos e ativar células T (Gajewski et al 2013).

Uma abordagem promissora para superar essas barreiras € o uso de
vacinas baseadas em DCs, onde sao isoladas do paciente, ‘treinadas’ ex vivo
com antigenos tumorais e reintroduzidas no paciente para estimular uma
resposta imune especifica. Outra estratégia envolve o uso de inibidores de
checkpoint imunolégico, como anticorpos anti-PD-1/PD-L1, que podem reverter
a exaustdo das células T e aumentar a eficacia da apresentacdo de antigenos
pelas DCs. Alem disso, a combinacdo de diferentes abordagens
imunoterapéuticas, como vacinas de DCs e inibidores de checkpoint, pode
sinergizar para superar a imunossupressdo no TME e gerar respostas
antitumorais mais eficazes (Topalian et al 2015).

No contexto antitumoral, citocinas como IL-18, TNF, IL-10, IL-6 e IFN-y
tém funcdes distintas e interdependentes que influenciam a ativacéo e a eficacia

das respostas imunes. No contexto antitumoral, a IL-13 desempenha um papel
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na ativacdo e maturacdo das DCs. Ela promove a expressdo de moléculas
coestimuladoras e a producéo de outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e
TNF, que sdo essenciais para a ativacao de linfocitos T. Além disso, a IL-1 pode
aumentar a infiltracdo de células imunes no microambiente tumoral,
potencializando a resposta antitumoral. Bergsbaken et al (2010), demonstraram
gue o0 aumento dessa citocina num contexto de morte celular pode ser associado
a piroptose, no entanto, vemos que essa producao foi tardia e provavelmente
mediada por linfocito e ndo associado a morte visto que o grupo DCs com as
células tratadas com Doxorrubicina ndo apresenta esse aumento significante.

O TNF é outra citocina pro-inflamatoria crucial na resposta imune
antitumoral. Na figura 10, quando observamos os resultados de 24 horas de
interacdo, vemos diferenca estatistica apenas no grupo com todos os estimulos
(DC+B16dox+Linfocito+LPS) quando comparado ao grupo com apenas DC ou
com as mesmas populacdes celulares e sem o estimulo do LPS. Ao olhar para
48 horas de estimulo, temos diferenca onde ha presenca de LPS que gera uma
maior liberacdo dessa citocina. Assim, o aumento de TNF visto na figura 10, é
dual, onde o equilibrio entre seus efeitos citotoxicos e pro-inflamatérios pode
influenciar significativamente a progressao tumoral e a resposta ao tratamento
como mostrado por Balkwill, F. (2009) e Aggarwal, B. (2003).

Produzido por varias células do sistema imunolégico, incluindo
macroéfagos, células T e células NK, o TNF pode induzir a apoptose de células
tumorais diretamente. O TNF também contribui para a remodelacdo do
microambiente tumoral, facilitando a infiltracdo de células imunes efetoras
(Balkwill et al 2009; Dinarello, C. A. 2011). O fator de necrose tumoral (TNF)

apresenta um papel complexo e duplo no contexto tumoral, possuindo tanto
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efeitos pro-tumorais quanto antitumorais. Em termos de importancia, o aumento
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Figura 10 Dosagem de TNF-a. Células B16F10 foram cultivadas em garrafa de cultura com
meio DMEM suplementado com gentamicina e soro fetal bovino, foram contadas e adicionadas
5x10* por pogo e tratadas com 50uM de Doxorrubicina por 24 horas. As células tratadas foram
centrifugadas e lavadas com meio DMEM suplementado antes de adicionarmos as células
dendriticas que foram obtidas por meio de lavado de medula de animal C57BIl/6 seguido de uma
diferenciacdo celular, na concentracéo de 1x10° células por poco e 1x108 linfécitos por poco que
foram adquiridos a partir do baco de animais C57BI/6. Essa interagao foi mantida em estufa aquecida
a 37°C e 5% de CO02p por 24 ou 48 horas, seu sobrenadante foi coletado e o ELISA foi realizado
conforme indicacao do fabricante. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p significante quando
<0,01.
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de TNF pode inicialmente parecer benéfico devido a sua capacidade de induzir
apoptose em células tumorais e de mediar respostas inflamatorias que recrutam
células do sistema imunolégico para o local do tumor. No entanto, em um
contexto tumoral crénico, niveis elevados de TNF podem promover a progressao
do cancer. Isso ocorre porque o TNF pode contribuir para a inflamagéo cronica,
gue esta associada a promocdo do crescimento tumoral, angiogénese e
metastase. Além disso, o TNF pode induzir a ativacéo de vias de sinalizacéo que
promovem a sobrevivéncia celular e a resisténcia a tratamentos. Em Tian et al
(2023) € demonstrada a importancia do TNF-a na morte imunogénica juntamente
com outras 9 vias imunitarias devido a sua participacdo na ativacdo e
recrutamento de mondcitos.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um papel dual
no contexto antitumoral. No grafico 11, podemos ver que tanto em 24 horas
guanto em 48 horas, existe um aumento significativo de IL-10 nos grupos em
contato com células em processo de morte imunogénica. Em 11a e 11b, temos
a producéo de IL-10 em 24 horas de interacdo mostrando aumento de producéo
inclusive nos grupos que tem apenas a célula tumoral saudavel (B16v) mas o
aumento é maior nos grupos que tem a célula em processo de morte
imunogénica. Em 48 horas de interacdo (11c e 11d), vemos a manutencao
desses resultados para os grupos com a célula tumoral tratada, mas ndo temos
mais 0 aumento dessa producao frente a célula tumoral saudavel.

Embora seja conhecida por suas propriedades imunossupressoras,
inibindo a funcdo de macréfagos e DCs e promovendo a tolerancia imunoldgica,
a IL-10 também pode ter efeitos antitumorais em certos contextos. Por exemplo,
a IL-10 pode limitar a inflamacéao cronica e o dano tecidual, que podem favorecer
o crescimento tumoral. Além disso, a IL-10 pode modular a resposta imune de
maneira a favorecer a ativacdo de células T (Mocellin et al 2007; Kundu et al
2002). A literatura indica aumento de IL-10 como uma caracteristica puramente
antitumoral nos estudos trazendo morte imunogénica, mas estudos de
melanoma como Wiguna et al (2015) trazem indicativos que a analise in vitro
dessa interagdo entre célula tumoral e célula imunitaria induz o aumento da
producéo de IL-10.

Na figura 12, temos a producéo de IL-6 em 24 e 48 horas de estimulo. Em
12a e 12b, vemos a diminuicdo da producdo dessa citocina nos grupos em
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Figura 11 Dosagem de IL-10. Células B16F10 foram cultivadas em garrafa de cultura com
meio DMEM suplementado com gentamicina e soro fetal bovino, foram contadas e adicionadas 5x104
por poco e tratadas com 50uM de Doxorrubicina por 24 horas. As células tratadas foram centrifugadas
e lavadas com meio DMEM suplementado antes de adicionarmos as células dendriticas que foram
obtidas por meio de lavado de medula de animal C57BI/6 seguido de uma diferenciacdo celular, na
concentracdo de 1x10° células por poco e 1x10° linfécitos por poco que foram adquiridos a partir do
baco de animais C57BI/6. Essa interagdo foi mantida em estufa aquecida a 37°C e 5% de CO2p por 24
ou 48 horas, seu sobrenadante foi coletado e o ELISA foi realizado conforme indicacéo do fabricante.

Experimento repetido em triplicata biolégica. p significante quando < 0,01.
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12d, temos essa diminui¢do inclusive nos grupos com o estimulo de LPS. A IL-6
pode ter efeitos tanto pro-tumorais quanto antitumorais. Ela € produzida por
varias células, incluindo macrofagos, células T e células tumorais. A IL-6 pode
promover a ativacdo e a maturagao das DCs, aumentando a apresentacao de
antigenos e a ativagdo de linfocitos T. Por outro lado, IL-6 pode estimular a
proliferacdo de células tumorais e proteger essas células da apoptose,
contribuindo para o crescimento e a sobrevivéncia do tumor. Além de estar
envolvida na promogdo da angiogénese, na imunossupressdo no TME e ser
capaz de perpetuar um estado de inflamacgdo crbnica que esta associado a
progressao tumoral e a resisténcia a tratamentos (Scheller et al, 2011; Kishimoto,
T. 2005).

O IFN-y é uma citocina critica na resposta imune antitumoral, produzida
principalmente por células T citotdxicas e células NK. O IFN-y tem multiplos
efeitos antitumorais, incluindo a inducdo de apoptose em células tumorais, a
inibicdo da angiogénese tumoral e a promocao da apresentacdo de antigenos
pelas DCs. O IFN-y aumenta a expressdo de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) nas células tumorais, tornando-as mais visiveis
para as células T citotdxicas. Além disso, o IFN-y promove a polarizacdo das
células T em direcdo a um fendtipo Thl, que é crucial para a resposta imune
citotdéxica contra tumores (lkeda et al 2002; Dunn et al 2004). Na figura 13, é
significativa a diminuicdo de Interferon gama nas primeiras 24 horas de contato
(13a e 13b) nos grupos com células dendriticas em contato com a célula B1L6F10
tratada, que é revertido em 48 horas quando se vé um aumento dessa mesma
citocina (13c e 13d) nos grupos em contato com a célula tratada com
Doxorrubicina com ou sem o estimulo de LPS.

Em Showalter et al (2017), o aumento de IFN-y durante o processo de
morte imunogénica € atribuido aos linfécitos T citotoxicos o que explicaria a

producéo tardia mostarda na figura 13c e 13d.
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Figura 12 Dosagem de IL-6. Células B16F10 foram cultivadas em garrafa de cultura com
meio DMEM suplementado com gentamicina e soro fetal bovino, foram contadas e adicionadas
5x10% por pogo e tratadas com 50uM de Doxorrubicina por 24 horas. As células tratadas foram
centrifugadas e lavadas com meio DMEM suplementado antes de adicionarmos as células
dendriticas que foram obtidas por meio de lavado de medula de animal C57BI/6 seguido de uma
diferenciacdo celular, na concentracdo de 1x10° células por poco e 1x10° linfécitos por poco que
foram adquiridos a partir do bagco de animais C57BI/6. Essa intera¢do foi mantida em estufa
aquecida a 37°C e 5% de CO02p por 24 ou 48 horas, seu sobrenadante foi coletado e o ELISA foi
realizado conforme indicagdo do fabricante. Experimento repetido em ftriplicata biolégica. p
significante quando < 0,01.
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Figura 13 Dosagem de IFN. Células B16F10 foram cultivadas em garrafa de cultura com
meio DMEM suplementado com gentamicina e soro fetal bovino, foram contadas e adicionadas
5x10* por pogo e tratadas com 50uM de Doxorrubicina por 24 horas. As células tratadas foram
centrifugadas e lavadas com meio DMEM suplementado antes de adicionarmos as células
dendriticas que foram obtidas por meio de lavado de medula de animal C57BI/6 seguido de uma
diferenciacdo celular, na concentragéo de 1x10° células por pogo e 1x108 linfécitos por poco que
foram adquiridos a partir do baco de animais C57BIl/6. Essa interacdo foi mantida em estufa
aquecida a 37°C e 5% de CO2p por 24 ou 48 horas, seu sobrenadante foi coletado e o ELISA foi

realizado conforme indicacdo do fabricante. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p
significante quando < 0,01.
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lll. Avaliacdo da evolucdo do melanoma em animais tratados
com vacinas profilaticas ou terapéuticas de células B16F10 em morte
imunogénica e determinagao de biomarcadores:

Entendendo melhor as possiveis vias de ativacdo associadas nesse
processo, avangcamos para o estudo em modelo in vivo com dois modelos
de vacinacao, a profilatica e a terapéutica. Do ponto de vista imunoldgico,
esses dois tipos de vacinacdo tém objetivos, mecanismos de acao e
contextos de aplicacao distintos (Saxena et al 2015; Finn, O. J. 2008).

Os animais submetidos a vacinacdo prévia ndo mostraram
diferenca estatistica entre o grupo tratado e o ndo tratado quanto ao peso
de pulméo (14a) e baco (14b). Olhando para o peso do figado,
percebemos que 0s animais vacinados com células B16 em morte
imunogénica apresenta uma diminuicdo do peso do figado compativel
com uma possivel intoxicacdo dos animais por resquicios do
quimioterapico nas vacinacfes apesar das lavagens das células antes da
injecdo. Em 14d vemos o grupo vacinado com menor média de peso
tumoral que nao foi significante estatisticamente, mas que mostra que em
75% dos casos, a vacina induziu diminuicdo do volume tumoral. No peso
total, vemos aumento de peso nos grupos que receberam a inducao
tumoral, o que era esperado ja que o tumor pode ser até um terco do peso
do animal em alguns estagios.

Nos animais vacinados ap0s a inducao do tumor, ndo observamos
diferenca estatistica no peso do pulm&o (15a) ou do peso baco (15b). E
possivel observar novamente mudancas significativas do peso do figado
(15c) frente aos diferentes tratamentos e uma diminuigdo acentuada nos
animais que receberam a vacina com celulas B16 em morte imunogénica.
Neste caso, mesmo 0s animais tratados com ceélulas que nao tiveram
contato com quimioterapico apresentam diminuicdo do volume de figado
0 que indicaria que a diminuicdo nao teria a ver com intoxicagdo por
resquicios do quimioterapico. Com a vacina MCI, o0s animais
apresentaram diminuicdo do peso do tumor em comparacdo com 0S

animais nao tratados.
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A vacinacdo profildtica tem como objetivo principal prevenir a
ocorréncia de uma doenca antes que o individuo seja exposto ao agente
patogénico. Este tipo de vacinacao é amplamente utilizado para proteger
contra doencas infecciosas, como sarampo, poliomielite, hepatite B, entre
outras. Do ponto de vista imunolégico, a vacinagdo profilatica funciona
através da introducdo de antigenos derivados do patégeno, que podem
ser na forma de virus ou bactérias inativados, atenuados, subunidades
proteicas, toxdides ou material genético (como DNA ou RNA mensageiro).
Esses antigenos sdo introduzidos no organismo para estimular uma
resposta imune sem causar a doenca. A exposi¢cao ao antigeno leva a
ativacdo de células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas, que processam e apresentam o0s antigenos aos linfocitos T
nos linfonodos. Isso resulta na ativacao e proliferacdo de linfocitos T e B
especificos para o antigeno, culminando na producédo de anticorpos e na
geracao de células de memaria imunoldgica (Plotkin, S. 2010; Pulendran,
B. & Ahmed, R. 2011).

Por outro lado, a vacinagdo terapéutica € projetada para tratar uma
doenca ja estabelecida, em vez de prevenir sua ocorréncia. Este tipo de
vacinacdo é frequentemente utilizado no contexto de doencas crbnicas,
como cancer, infecgdes virais cronicas (por exemplo, HIV e hepatite C) e
doencas autoimunes. Do ponto de vista imunologico, a vacinacdo
terapéutica visa estimular o sistema imunoldgico a reconhecer e atacar
células ou agentes patogénicos especificos que ja estdo presentes no
organismo. A administragdo desses antigenos leva a ativagdo de células
apresentadoras de antigenos, que, por sua vez, ativam linfocitos T
citotoxicos e linfocitos B. Além disso, a vacinacao terapéutica pode ser
combinada com outras formas de imunoterapia, como inibidores de
checkpoint imunolégico, para aumentar a eficacia da resposta imune
(Melief et al 2015; Rosenberg et al 2015).
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Figura 14 — Comparativo entre vacinacdes prévias. Animais de cada grupo (n=5) receberam 3 doses de
vacinacao, administradas uma vez por semana no flanco de forma subcuténea antes da inducao de tumor. (a) peso
em gramas do pulmé&o retirado dos animais. (b) peso em gramas do bago retirado dos animais. (c) peso em gramas
do figado retirado dos animais. (d) peso em gramas do tumor retirado dos animais. (e€) peso corporal total em
gramas dos animais submetidos ao tratamento. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p significante quando
< 0,05.
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Figura 15 — Comparativo entre vacinacdes posteriores. Animais de cada grupo (n=5) foram submetidos
a trés doses de vacinacao posterior a inducéo tumoral. (a) peso em gramas do pulméo retirado dos animais. (b)
peso em gramas do baco retirado dos animais. (c) peso em gramas do figado retirado dos animais. (d) peso
em gramas do tumor retirado dos animais. (e€) peso corporal total em gramas dos animais submetidos ao
tratamento. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p significante quando < 0,05.
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A heterogeneidade tumoral representa um desafio significativo.
Outro desafio importante é a Iimunossupressdo associada ao
microambiente tumoral. Esse microambiente pode incluir a presenca de
células imunossupressoras, como células T reguladoras (Tregs) e células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), bem como a producao de
citocinas imunossupressoras, como TGF-f e IL-10. A imunossupressao
no microambiente tumoral pode dificultar a inducdo de uma resposta
imune eficaz pela vacina preventiva (Gajewski et al 2013).

A visualizagdo dos tumores retirados dos diferentes grupos de
tratamento deixa evidente a diminuicdo tumoral nos grupos vacinados com
posterior a inducédo do tumor e fica claro que houve uma diminuicdo do
volume tumoral em até 75% dos animais que receberam a vacinacdo com
células B16 em morte imunogénica (Figura 16). Podemos observar na
figura 16, os tumores removidos dos animais estudados. Na primeira linha
temos o0s animais que receberam apenas indug¢do tumoral mostrando
tumores maiores e que chegavam a representar metade do peso do
animal, na segunda linha temos os tumores de animais tratados com
vacinacdo anterior a inducdo tumoral e percebemos uma diminuicao
visivel no tamanho dos tumores extraidos. Na terceira linha, analisamos
os tumores retirados de animais que receberam vacinagdo com células
em processo de morte imunogénica apos a indugao tumoral e percebemos
ser a diminuicdo mais significativa entre os grupos apresentados. Na
tltima linha, temos os animais que receberam vacinag¢do com células em
necrose posterior a inducao tumoral e ndo é perceptivel a diminuicdo do
tumor quando comparado ao controle (primeira linha).

A melanizacéao foi observada também as analises histopatoldgicas.
Na Figura 17 podemos notar que apesar da melaniza¢do ocorrer em todos
0s animais, ela é mais evidente no grupo nao receptor de tratamento (17a,
17b e 17c).

A presenca de melanina na lamina patolégica de um melanoma
pode ser um indicativo de pior progndstico devido a varios fatores
associados a agressividade do tumor. Melanomas altamente pigmentados
podem estar relacionados a uma maior capacidade de invasdo e

resisténcia a tratamentos conforme visto por Slominski, A. (2012) e Sarna,
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T. (2013). A melanina pode proteger as células tumorais dos danos
induzidos por radiacdo ultravioleta e quimioterapias, devido as suas
propriedades antioxidantes, que neutralizam espécies reativas de
oxigénio. Além disso, a producdo excessiva de melanina pode estar

associada a mutacdes genéticas que promovem a proliferacao celular e a

progressao tumoral.

Controle Positivo

Vacinagdo Prévia- MCI

Vacinagdo Posterior- MCI

Vacinac¢ao Posterior- NEC

Wik

Figura 16 — Registro dos tumores retirados ex vivo. Animais C57BI/6 de 8 a 12 semanas de vida foram submetidos a
indugdo tumoral com a presenga ou auséncia de vacinacdo. (a) animais tiveram o tumor induzido, ndo foram submetidos a
tratamento e foram eutanasiados apés 4 semanas. (b) animais receberam 3 doses semanais de células B16 mortas por exposi¢ao
a doxorrubicina, tiveram o tumor induzido e foram eutanasiados ap6s 4 semanas. (c) animais tiveram tumor induzido e recebem
3 doses semanais de vacina, foram eutanasiados uma semana apos a Ultima vacina feita com exposi¢céo de b16 a doxorrubicina.
(d) animais tiveram tumor induzido e recebem 3 doses semanais de vacina, foram eutanasiados uma semana apos a Ultima vacina
feita com exposicdo de b16 a picos de temperatura levando a necrose.
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Tumores com alta pigmentacdo também pode ser mais dificeis de
tratar devido a sua heterogeneidade celular e a capacidade das células
pigmentadas de se adaptarem a diferentes ambientes teciduais. Assim, a
observacdo de melanina em laminas patolégicas de melanoma pode
sinalizar um comportamento mais agressivo do tumor e,
consequentemente, um progndstico menos favoravel. No grupo tratado
com vacinacao anterior a inducdo tumoral (17d, 17e e 17f), podemos
observar infiltrados inflamatérios leves. A presenca de infiltrados
inflamatérios indica um prognéstico levemente melhor, pois sugere uma
resposta imune ativa contra o tumor. Uma infiltracao inflamatéria robusta,
como Visto nos grupos tratados apos a inducao do tumor (17g, 17h, 17i,
17j, 17k e 17I) pode estar associada a limitacdo do crescimento tumoral e
a reducao do potencial metastatico, uma vez que essas células imunes
podem destruir células cancerigenas ou inibir sua proliferacdo. Assim, a
presenca de tais infiltrados € frequentemente considerada um sinal
positivo, indicando que o sistema imunoldégico estd envolvido na
contencédo do melanoma, o que pode contribuir para um melhor desfecho
clinico como demonstrado por Clemente C., G. (1996), Galon et al (2006)
e Azimi, F. (2012).

A fim de analisar as diferencas nas populacdes de células no
microambiente tumoral, fizemos uma imuno-histoquimica das amostras
obtidas (Figuras 18 e 19).

Na figura 18, vemos as mesmas laminas marcadas para CD4 e
CDS8. E possivel perceber que 0s grupos que receberam tratamento tanto
anterior quanto posterior a inducdo tumoral com a vacinagdo com células
em morte imunogénica mostra um maior nimero de células CD4+ e CD8+
guando comparado aos controles e com o grupo que recebeu vacinagéo
de células em necrose.

Na Figura 19, vemos as laminas marcadas para S100 e KI67,
conhecidos marcadores de progressao tumoral. Percebemos a diminuicéao
destes marcadores nos grupos que receberam o tratamento com células
em morte imunogénica, o que nao € visto no controle ou no grupo que

recebeu vacinagcédo com células em necrose.
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Figura 17 - Cortes de histopatoldgico dos tumores ex vivo. Os animais C57BI/6 de 8 a 12 semanas de vida foram submetidos
a quatro diferentes condicoes, sendo: 1. As laminas a, b e ¢ sdo animais componentes do grupo que recebeu inducéo de tumor mas
ndo recebeu nenhum tratamento. 2. As laminas d, e e f séo de animais que receberam a indugéo tumoral apos 3 semanas de vacinag¢éo
com B16F10 em processo de morte imunogénica. 3. As laminas g, h e i sdo animais que receberam a indugéo de tumor e posteriormente
receberam 3 doses vacinais de células B16F10 em processo de morte imunogénica. 4. As laminas j, k e | séo de animais que receberam
a inducdo do tumor e posteriormente receberam 3 doses vacinais de células B16F10 em processo de necrose. Todos os HEs foram
corados usando o mesmo método de hematotoxilina-eosina.

63



CD4

C+ MCI PREV MCIPOST NEC POST

CD8

NEC POST

: R 2

>
-'.}Iii';r’.

Figura 18 - Marcacao de imunohistoquimica para células CD8+ e CD4+.
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Figura 19 - Marcacao imunohistoquimica para S100 e KI67.
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Na figura 20, esta demonstrado a estratégia das analises. No painel 1, as
células CD3+ foram delimitadas, a partir disso delimitadas as células positivas
também para CD4, essa populacdo por sua vez foi diminuida para uma
populacdo também positiva para CD62 e negativa para CD45RA. No painel 2,
as células foram isoladas também para chegar em uma populacédo CD3+ e CD4+
e finalmente delimitada a populacdo também CD25+. As marcacdes foram feitas
separadamente porque a fluorescéncia dos anticorpos CD62 e do CD25 eram
do mesmo comprimento de onda. Na populacdo de linfécitos T (a), vemos
diferencas significativas entre praticamente todos os grupos de tratamento. No
gréfico (b), vemos diferenca estatistica entre as populacdes tratadas com vacina
prévia feita com MCI e o grupo que teve apenas a vacinacao, sem o a inducao
tumoral. Em (c), delimitamos a populacéo de células de meméria central e ndo
foi encontrado diferenca estatistica. Finalmente em (d), temos a populacdo de
células T regulatérias que mostram diferenca entre o grupo sadio, 0 grupo com
tumor nao tratado, o grupo vacinado com MCI posteriormente e 0 grupo somente

vacinado sem tumor.
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Figura 20 - Painéis de marcagdo de citometria de fluxo. Painel 1 foi feito com um gate isolando
células CD3+, dessa populacao, um novo gate foi criado para populagdes CD45+ e novamente para células
CD62+ resultando em células CD3+ CD45+ CD62+. Para o segundo painel, foi criado inicialmente um gate
para células positivas para CD3, dentro desse grupo, as células positivas para CD4 foram selecionadas e
finalmente as células CD25+, gerando um grupo celular que € CD3+ CD4+ CD25+.
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Na figura 21, podemos reparar as diferencas na quantidade de células
entre os grupos. O grupo saudavel apresenta maior nimero de células CD3+ no
baco do que os grupos tratados com vacina¢gdes. Também podemos ver que ndo
h& diferenca significante entre os grupos quanto a populacdo CD3+CD4+,
apenas no grupo que recebeu vacinacdo com células em processo de morte
imunogénica podemos ver uma diminui¢cdo nessa populacéo celular. Ndo houve
diferenca estatistica quanto a populacdo CD3+Cd4+CD62L+CD45RA- e vemos
uma diminuicdo de células CD3+CD4+CD25+ nos grupos que receberam
vacinacdo apoés a inducdo tumoral com células em necrose, no grupo que
recebeu apenas a indugcdo tumoral e no grupo que recebeu apenas vacinacao.
Essa diminuig&o vista pode ser um indicativo de recrutamento celular do bago
para o TME.

A diminuicédo de células CD3+CD4+CD62L+CD45RA- no baco pode ser
um indicativo de maior migracao celular para o tumor, refletindo uma resposta
imune ativa e direcionada. Essas células, conhecidas como células T de
memodria efetoras, sdo essenciais na resposta imune adaptativa e sdo capazes
de migrar rapidamente para locais de inflamacao ou infeccéo, incluindo tumores.
A reducdo de sua presenca no baco pode sugerir que elas estdo sendo
recrutadas para o microambiente tumoral, onde exercem fungdes efetoras, como
a secrecao de citocinas e a promoc¢ao da destruicao de células tumorais. Esse
fenbmeno pode indicar uma tentativa do sistema imunolégico de conter o
crescimento tumoral, potencialmente associando-se a um melhor prognostico
dependendo da eficacia dessa resposta imune local. Assim como as células de
memoéria central mencionadas acima, as células T regulatorias
(CD3+Cd4+CD25+) reduzidas no baco frente a vacinacdo pode indicar migracao
celular como mostrado em Sallusto, F. et al (2004), Masopust, D. (2013) e
Mueller et al (2016).
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Figura 21 - Porcentagem de populagdo celular encontrada em citometria de fluxo feita com amostras
ex vivo de animais C57BI/6 com idade entre 8 e 12 semanas que foram submetidos a vacinagdo prévia ou
posterior dependendo do grupo, elucidado nos materiais e métodos deste arquivo. (a) a populacéo de células
positivas para CD3 foi dosada nos diferentes grupos, essa marcagdo comumente € feita para determinar a
populacdo de linfocitos. (b) populagédo positiva tanto positiva para CD3 e CD4, diferenca estatistica foi
encontrada entre o grupo vacinado previamente com células MCI e o grupo apenas vacinado com as mesmas
células. Marcagéo utilizada para determinar populacéo de linfécito T CD4+ (c) Populagao positiva para CD62 e
negativa para CD45RA, caracterizando células de memoria central. (d) células positivas para CD3, CD4 e CD25
gue configuram células T regulatorias e que mostram diferenca estatistica entre o grupo néo tratado e os grupos
tratados. Experimento repetido em triplicata bioldgica. p significante quando < 0,05.



Além da diferenca significante no nimero de células de memoria central
e de células T regulatérias, quando comparamos apenas o grupo saudavel com
0 grupo que recebeu apenas a vacinacdo, temos uma diferenca no niamero de
células de memodria efetora (Figura 22). O aumento do recrutamento de células
de memoria central (Tcwm) e células de memaria efetora (Tem) € fundamental para
garantir o funcionamento eficaz de vacinas, especialmente aquelas voltadas
para doencgas crénicas ou cancer. As células Tcw sdo caracterizadas por sua
capacidade de autorrenovacdo e de gerar rapidamente células efetoras em
resposta a um antigeno previamente encontrado. Elas residem principalmente
em oOrgaos linféides secundarios e sdo essenciais para a manutencdo de uma
vigilancia imunolégica a longo prazo. Por outro lado, as células Tewm circulam por
tecidos periféricos e sdo responsaveis por respostas imunes rapidas e eficazes
ao reconhecerem antigenos especificos. Em um contexto de vacinacdo, o
aumento dessas populacdes celulares indica que o sistema imunoldgico esta
bem-preparado para responder rapidamente a exposi¢cdes subsequentes ao
patbgeno ou antigeno alvo. Esse recrutamento e expansao celular sdo
frequentemente associados a uma resposta imune robusta e duradoura,
aumentando a eficacia da vacina em conferir protecdo. Assim, o equilibrio entre
células de memdéria central e efetora € crucial para uma resposta imune
adaptativa eficiente, garantindo que o organismo possa responder prontamente
a desafios infecciosos ou tumorais como abordado por Williams et al (2007) e
Pepper et al (2011).
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Figura 22 - Porcentagem de populagdo celular

encontrada em citometria de fluxo feita com amostras ex vivo de
animais C57BI/6 com idade entre 8 e 12. A populagéo de células
positivas para CD3, CD4, Cd44 e Cd127 foi dosada nos diferentes
grupos, essa marcagdo comumente é feita para determinar a
populacdo de linfocitos. Experimento repetido em triplicata
biolégica. p significante quando < 0,05.
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6. Concluséo

Com base nos resultados mostrados neste trabalho, podemos
afirmar que a vacinacdo com células B16F10 em processo de morte
imunogénica induzida por Doxorrubicina é benéfica na diminuicdo do
volume tumoral, na construgdo de um sistema imunoldgico ativado em um
perfil antitumoral e na inducdo de uma resposta de memoria.

Embora alguns estudos, assim como este, tenham mostrado
resultados promissores, a taxa de resposta a vacinagdes com células
tumorais em morte imunogénica ainda é variavel, e os eventos adversos,
como inflamag¢des autoimunes, podem limitar a aplicabilidade. A
seguranca a longo prazo desses tratamentos também permanece incerta,

necessitando de estudos mais extensivos.
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