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RESUMO 

 

Os avanços na área da  imunoterapia do câncer  têm  revolucionado a clínica 

médica.  As  abordagens  que  exploram  os  mecanismos  de  imunossupressão  que 

previnem  a  imunidade  antitumoral  empregam  diversas  ferramentas  como  por 

exemplo,  anticorpos,  vacinas,  citocinas  ou  células  engenheiradas,  que  podem 

estimular o sistema imune a eliminar as células tumorais. O câncer de mama é uma 

relevante  questão  de  saúde  pública,  consistindo­se  na  maior  causa  de  morte  em 

mulheres. O câncer de mama triplo negativo é o que possui pior prognóstico e devido 

as características fenotípicas destes tumores, atualmente não existe um tratamento 

eficiente à maioria  das  pacientes diagnosticadas,  justificando­se a  necessidade  de 

desenvolver novas estratégias  terapêuticas. Neste projeto,  desenvolvemos vacinas 

antitumorais  derivadas  de  células  tumorais  geneticamente  modificadas  que 

apresentam os ligantes imunomodulatórios TNFSF 4­1BBL, OX­40L e a citocina GM­

CSF. Os ligantes TNFSF têm capacidade de coestimular as células T, elevando sua 

ativação  e  proliferação,  enquanto  a  citocina  GM­CSF  tem  relevante  atuação  na 

atividade  de  células  dendríticas.  Dados  prévios  de  nosso  grupo,  demonstram  que 

algumas  combinações  de  vacinas  antitumorais  podem  promover  um  aumento  na 

proliferação  de  células  T,  produção  de  interferon  gama,  inibição  de  células  T 

regulatórias  e potencialização  da  citotoxicidade  antitumoral  mediada por  células  T.  

Dessa  forma,  estabelecemos  linhagens  tumorais  a  partir  de  células  primárias 

humanas  provenientes  de  amostra  clínica  de  uma  paciente  com  TNBC  após 

quimioterapia neoadjuvante, que foi fornecida pelo biobanco do CAISM – UNICAMP. 

Esta linhagem foi geneticamente modificada para a geração de vacinas antitumorais 

expressando os ligantes de OX­40 e de 4­1BB e nós realizamos ensaios in vitro para 

avaliar a atividade antitumoral. foi possível constatar que as vacinas  impulsionam a 

resposta  imune  de  linfócitos  T  de  voluntários  sadios  e  de  pacientes  com  TNBC, 

elevando  a  produção  de  IL­2,  IFN­γ  e  a  atividade  antitumoral.  Os  ensaios 

experimentais mostraram que as vacinas derivadas de tumor induziram uma produção 

aumentada de citocinas imunomoduladoras e melhora na atividade antitumoral. 

 

Palavras­chave:  

Vacinas antitumorais; Imunoterapia; Ligante 4­1BB; Ligante OX40; GM­CSF; câncer.   



 
 

ABSTRACT  
 

Advances  in  the  field  of  cancer  immunotherapy  have  been  revolutionizing 

clinical  medicine.  The  approaches  to  explore  inhibition  of  immunosuppressive 

mechanisms  that prevent antitumor  immunity    employ  several  tools  like antibodies, 

vaccines,  cytokines  or  engineered  cells,  that  may  stimulate  the  immune  system  to 

eliminate cancer cells. Breast cancer is a relevant public health issue, consisting of the 

leading cause of death in women. The triple negative breast cancer (TNBC) has the 

worst  prognosis  and  due  to  these  tumors  phenotypic  characteristics,  there  is  no 

currently efficient treatment to the majority of diagnosed patients, justifying the need to 

investigate  new  therapeutic  strategies.  In  this  project,  we  developed  antitumor 

vaccines, derived from genetically modified tumor cells, that harbor immunomodulatory 

ligands TNFSF 4­1BBL, OX­40L and the cytokine GM­CSF. The TNFSF ligands have 

the ability to costimulate T cells, enhancing its activation and proliferation, while the 

cytokine GM­CSF has a relevant role boosting the activity of dendritic cells. Previous 

data  from our  research group demonstrate  that combinations of antitumor vaccines 

can promote an increase in the proliferation of T cells, production of interferon gamma, 

inhibition of regulatory T cells and potentiation of antitumor cytotoxicity mediated by T 

cells.  Therefore  we  have  established  tumoral  lineages  from  human  primary  cells, 

isolated from a clinical sample of a TNBC patient , previously submitted to neoadjuvant 

chemotherapy,  that  was  collected  by  the  biobank  of  CAISM  –  UNICAMP.  These 

primary  cells  were  genetically  modified  for  the  generation  of  antitumor  vaccines 

expressing OX­40 and 4­1BB ligands, and we performed in vitro assays to evaluate 

antitumor activity . The experimental assays have shown that tumor­derived vaccines 

induced  an  increased  production  of  immunomodulatory  citokines  and  enhanced 

antitumor activity. 

 

Key words: 

Antitumor vaccines; Immunotherapy; 4­1BB Ligand; OX40 Ligand; GM­CSF; Cancer.   
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1.  INTRODUÇÃO 
 

O câncer é uma doença multifatorial que pode ocorrer em diferentes estruturas 

do corpo humano e que acomete milhões de pessoas ao redor do mundo. O primeiro 

indício de registro dessa patologia data de aproximadamente 3000 anos a.C no Egito 

pelo chamado papiro de Edwin Smith, que a descreveu como uma doença grave e 

sem tratamento que causava protuberâncias na mama (1, 2). 

No  ano  de  2018  houve  cerca  de  17  milhões  de  novos  casos  de  câncer  no 

mundo,  excluindo  o  câncer  de  pele  não  melanoma  destes,  2.1  milhões 

corresponderam ao câncer de pulmão e de mama, seguido por 1.8 milhão de casos 

para cólon e reto e 1.3 milhão para próstata. As mulheres representaram 47% dos 

novos casos e o câncer de mama caracterizou 24.2% destes (3).  

Para  cada  ano  do  triênio  2020­2022,  o  Instituto  Nacional  de  Câncer  (INCA) 

prevê 450 mil novos casos no Brasil (desconsiderando câncer de pele não melanoma), 

visto  que  o  câncer  de  mama  e  de  próstata  são  os  de  maior  incidência  com 

aproximadamente 66 mil casos cada. Para o câncer de mama, o risco estimado é de 

61,61 casos para cada 100 mil mulheres (Tabela 1). 
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Tabela 1 ­ Estimativa de novos casos de câncer no Brasil. Estimativa realizada pelo INCA 
sobre incidência de novos casos de câncer no Brasil para cada ano do triênio 2020­2022 por 
100 mil habitantes de acordo com o gênero. 

 
Fonte: INCA, 2019. 

 

1.1 Origens da tumorigênese   
 

Células saudáveis possuem padrões de divisão que permitem a manutenção e 

homeostase da vida. O câncer engloba mais de 100 patologias complexas e de causas 

multifatoriais com comportamento que pode variar de acordo com seu local de origem, 

estágio  e  prognóstico  (4,  5)  mas  todas  são  caracterizadas  por  desajustes  que 

desencadeiam  a  replicação  anormal  das  células  e,  se  houver  um  microambiente 

favorável, elas podem se disseminar pelo corpo (6).  

A  tumorigênese  envolve  a  exposição  gradual  e  constante  de  eventos  que 

danificam geneticamente a célula no decorrer do tempo. Uma diversificada gama de 

fatores podem desencadear alterações na expressão gênica e, ao longo de anos, vir 

a formar um tumor. Os hábitos de vida, como controle do peso corporal, alimentação, 
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ingestão de álcool e drogas, sedentarismo bem como a exposição a raios ultravioleta, 

agentes  infecciosos,  substâncias  químicas  (7,  8)  e  a  predisposição  genética (9), 

podem favorecer a superexpressão de determinados genes que desencadeiam um 

perfil  proliferativo  e  de  sobrevivência  anormais,  resultando  na  replicação 

descontrolada da célula (10).  

   

1.2  Crescimento  descontrolado  e  outras nove  características que  definem  as 
células tumorais  
   

Os tumores são formados por diferentes tipos celulares que apresentam uma 

complexa interação para favorecer o crescimento. Mais do que uma massa de células 

danificadas,  o  tumor  é  um  sistema  complexo  que  interage  e  modula  todo  o 

microambiente ao seu redor para garantir a proliferação (11).  

Em 2011, Hanahan e Weinberg elencaram dez características para definir as 

células  tumorais  (Figura  1),  eles  observaram  que  essas  células;  1.  possuem 

autossuficiência em sinais de crescimento, 2. insensibilidade a sinais anti crescimento, 

3. evasão da apoptose, 4. potencial replicativo ilimitado, 5. angiogênese sustentada, 

6.  potencial  de  invadir  e  metastatizar  tecidos  (5),  7.  Instabilidade  e  mutação  do 

genoma,  podendo  apresentar  diversos  antígenos  exclusivos  (antígenos  tumorais 

específicos  ­  TSA)  ou  antígenos  que  podem  ser  encontrados  em  células  normais 

(antígenos  associados  ao  tumor  ­  TAA)  (12­14),  como  o  fator  de  crescimento 

epidérmico  humano  2  (HER2)  (15),  8.  inflamação  promotora  do  tumor,  9. 

reprogramação  do  metabolismo  energético  para  crescimento  ilimitado  e  10. 

imunoevasão (escape da resposta imune) (16). 
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Figura  1  ­  Características  adquiridas  por  células  cancerosas.  Aspectos  celulares 
associados a um perfil proliferativo e patológico incluem sinais de crescimento, insensibilidade 
a fatores anti­crescimento, evasão da apoptose, replicação ilimitada, angiogênese e invasão, 
metástase de tecidos, reprogramação do metabolismo energético, evasão da resposta imune, 
instabilidade  genômica  e  inflamação  promotora  do  tumor.  Fonte:  Retirado  e  adaptado  de 
HANAHAN; WEINBERG, 2011 (16). 

 

1.3 A trajetória imunológica do câncer 
 

A multiplicação das células cancerosas ocorre de maneira gradual até que o 

crescimento  se  torna  excessivo  e  danifica  o  tecido  circundante,  resultando  na 

inicialização de diversos sinais inflamatórios e migração de células apresentadoras de 

antígenos e linfócitos aos locais afetados (17).  

Chen e Mellman (2013) propuseram um modelo de ciclo imuno­tumoral, onde 

descreveram os eventos para progressão tumoral e mecanismos associados com a 

resposta imune antitumoral.  

O ciclo imunológico do câncer se “inicia” com a liberação de neoantígenos pelos 

oncogenes das células  tumorais  (Figura 2, etapa 1). As células apresentadoras de 

antígeno (APCs) como as células dendríticas (DCs) migram ao local afetado e, através 

de  receptores  de  superfície,  como  o  receptor  de  reconhecimento  padrão  (PRR), 

reconhecem os padrões moleculares associados a danos (DAMPs)  liberados pelas 

células  tumorais  mutadas  ou  lesionadas.  Após  a  captura  dos  antígenos,  eles  são 

processados em peptídeos, os quais são apresentados por meio do complexo maior 

de histocompatibilidade de classe I (MHC I) ou II (MHC II) (etapa 2) (18, 19).  



21 
 

Ativadas, estas APCs migram aos órgãos linfóides para apresentar o antígeno 

ao receptor das células T (TCR) naïve; células que nunca entraram em contato com 

um antígeno (etapa 3) e, uma vez que essa interação ocorre, algumas destas células 

T naïve são ativadas (abordaremos este assunto mais profundamente noutro tópico) 

e diferenciam­se em células T efetoras, saindo do sistema  linfático em direção aos 

vasos sanguíneos (etapa 4) (20). O sítio tumoral pode produzir diversas quimiocinas 

inflamatórias,  como  CCL3,  CCL5,  CCL10  e  CXCL20,  que  recrutam  os  linfócitos  T 

citotóxicos (CTLs ou células efetoras para o sítio tumoral (etapa 5) (21).  

Ao infiltrarem no microambiente tumoral, as células T efetoras reconhecem os 

antígenos  específicos  do  tumor  (etapa  6)  e  eliminam  a  célula  tumoral  através  da 

liberação de  citocinas como interferon gama (IFN­γ) e fator de necrose tumoral (TNF­

α)  e também de enzimas citotóxicas como perforina e granzima B, (etapa 7) (22, 23). 

As células tumorais danificadas, irão por sua vez, liberar novos antígenos e reiniciar o 

ciclo. Dessa forma, o tumor somente poderá se desenvolver caso este microambiente 

seja  capaz  de  inibir  os  mecanismos  da  imunidade  antitumoral  e  desencadear 

respostas  pró  tumorais  como  por  exemplo,  através  do  recrutamento  de  células  T 

reguladoras  (Treg)  que  podem  antagonizar  a  atividade  antitumoral  mediada  por 

linfócitos efetores (24).    
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Figura 2 ­ O ciclo imunológico do câncer. O ciclo é representado por 7 etapas que tem início 
com a liberação de neoantígenos das células tumorais, que podem ser neoantígenos mutados 
ou  provenientes  de  genes  superexpressos  (etapa  1).  No  passo  seguinte,  as  células 
apresentadoras  de  antígeno,  como  as  células  dendríticas,  processam  esses  antígenos  e 
passam a expressá­los através do complexo maior de histocompatibilidade de classe I (MHC 
I) ou II (MHC II) e migram aos órgãos linfóides, onde apresentam os antígenos tumorais às 
células T (etapa 3). Após apresentação antigênica e estimulação via células apresentadoras 
de antígeno, as células T citotóxicas tornam­se ativadas e caem na corrente sanguínea (etapa 
4) e são atraídas ao sítio tumoral devido a liberação de quimiocinas inflamatórias produzidas 
pelo tumor (etapa 5). No sítio tumoral, as células T reconhecem as células cancerosas (etapa 
6) e desencadeiam uma resposta antitumoral que resulta em morte da célula maligna (etapa 
7). Fonte: Retirado de CHEN; MELLMAN, 2013 (24). 

 

1.4 O papel do sistema imune na evolução do câncer 
 

No início do século XIX, Paul Erlich hipotetizou sobre a habilidade do sistema 

imunológico em detectar e eliminar células malígnas antes de tornarem­se tumores, 

que  mais  tarde  foi  nomeado  de  vigilância  imunológica.  Após  mais  um  século  de 

estudos que nos possibilitou compreender melhor como o sistema  imunológico e o 

câncer  se  relacionam,  Dunn  e  colaboradores  nos  introduziram  o  termo  de 

“imunoedição do câncer” (25).  
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O  conceito  de  imunoedição  é  composto  por  três  processos;  eliminação, 

equilíbrio e escape (Figura 3). O processo de eliminação corresponde a resposta do 

sistema imune frente aos antígenos liberados pelas células tumorais como descrito no 

ciclo  abaixo  (Figura  3,  A).  Se  a  imunovigilância  for  capaz  de  combater  as  células 

neoplásicas,  esta  etapa  marcará  o  início  e  o  fim  da  imunoedição  sem  as  etapas 

subsequentes. 

O seguinte processo, denominado equilíbrio (Figura 3, B) marca a edição do 

câncer pelas células imunológicas, na qual o microambiente apresenta paridade entre 

um perfil imunossupressor e antitumoral (17). Neste ponto da tumorigênese, as células 

T tornam­se imunologicamente tolerantes às células neoplásicas devido a uma série 

de artifícios adotados pelas células cancerosas a fim de evadir o sistema imune, entre 

eles; as células cancerosas são capazes de diminuir a expressão de seus antígenos 

tumorais e moléculas de MHC e também podem desencadear a expressão de fatores 

imunossupressores,  como  fator  de  crescimento  transformante  beta  (TGF­β) e 

interleucina 10 (IL­10), levando ao aumento da imunossupressão do tumor no estroma 

tumoral  por  meio  do  recrutamento  de  células  T  regulatórias  (Tregs)  e  células 

supressoras de origem mielóide (26­28).  

A pressão darwiniana exercida na fase de equilíbrio, atua de forma a selecionar 

as células  transformantes mais  resistentes, que são capazes de evadir e proliferar 

sobre um sistema imune exausto, caracterizando o processo de escape (Figura 3, C) 

(29).  

 

 

Figura 3 ­ Os três “Es” da imunoedição. A fase de eliminação corresponde ao ataque das 
células imune às células malignas. Células transformantes resistentes entram num equilíbrio 
dinâmico e sofrem diversas mutações afim de tornarem­se menos imunogênicas e driblar os 
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mecanismos de morte celular impostos por células imunes. A fase final de escape é quando 
as células resistentes conseguem evadir o sistema imunológico e são capazes de proliferar. 
Fonte: Retirado de DUNN et al., 2002 (29). 

 

1.5 A coestimulação das células T no reconhecimento e eliminação das células 
tumorais 

 

Apenas  a  proliferação  celular  tumoral  pode  não  ser  suficiente  para  o 

desenvolvimento do câncer, o qual é favorecido e sustentado por um microambiente 

rico  em  células  inflamatórias,  fatores  de  crescimento  e  potenciais  agentes 

danificadores ao DNA. Quando um tecido é danificado, diversos sinais inflamatórios 

são iniciados e as células de defesa do organismo migram aos locais afetados (17). 

Dentre  as  células  de  defesa,os  linfócitos  T  apresentam  um  relevante  papel  na 

imunidade antitumoral, podendo mediar citotoxicidade (30).  

Para desencadear uma resposta imunológica mediada por células T, é preciso 

que  ocorram  dois  sinais  de  ativação  (Figura  4).  Esta  sinalização  ocorre  no  órgão 

linfoide,  causando  a  ativação  da  célula  T,  produção  de  citocinas  inflamatórias  e 

proliferação celular (31, 32).  

A interação do TCR (receptor da célula T) com uma molécula de MHC contendo 

o  antígeno  numa  célula  apresentadora,  desencadeia  a  primeira  sinalização.    As 

células dendríticas desempenham um papel fundamental na ativação linfocitária por 

representarem as principais  células apresentadoras  de antígeno  (APCs).  As  APCs 

também  necessitam  de  ativação  e o  GM­CSF  é uma  citocina  importante para  sua 

maturação, ativação e direcionamento ao microambiente tumoral (TME) (33­36).  

Quando  se  tornam  ativadas,  as  células  dendríticas  expressam  moléculas 

coestimulatórias,  como  o  B7­1  e  B7­2,  que  ao  interagir  com  o  receptor  CD28  nas 

células  T,  fornecem  o  segundo  sinal  de  ativação  independente  de  antígeno  aos 

linfócitos T (37, 38).  

Além  dos  dois  sinais,  outros  receptores  de  superfície  das  células  T 

desempenham sinalizações co­estimulatórias,  como aqueles da  família do  fator de 

necrose tumoral (TNFRs); CD27, OX40 (CD134 ou TNFRSF4) e 4­1BB (CD137) que 

potencializam a ativação e proliferação das células T (39). As citocinas também são 

importantes agentes contra o tumor e além do GM­CSF já mencionado, destacam­se 

a IL­2, que atua na ativação, diferenciação e proliferação de células T CD4+ e CD8+ 
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e  IL­12  que  tem  papel  importante  na  diferenciação  de  células  T  CD4  Th1  e  

fortalecimento da função dos linfócitos T citotóxicos CD8+ (CTL). (40­44). 

 

 

Figura  4  ­  Sinais  para  ativação  de  célula  T.  Células  apresentadoras  de  antígeno 
(representadas em  laranja) processam os antígenos  tumorais e  apresentam via moléculas 
MHC aos receptores das células T (TCR). Outra sinalização proveniente da ligação entre B7 
da APC com CD28 da célula T fornece o segundo estímulo desencadeador à ativação das 
células T (representada em cinza). Fonte: Retirado e adaptado de FARKONA et al., 2016 (33). 

 

Os  linfócitos apresentam uma gama de  receptores de superfície que podem 

transduzir sinalizações coestimulatórias, ou mesmo sinalizações imunossupressoras. 

Os  receptores  coestimulatórios  e  co­inibitórios  atuam  na  regulação  do  estado  de 

equilíbrio  entre  imunotolerância  e  imunovigilância  (Figura  5)  (45).  As  sinalizações 

mediadas  por  receptores  coinibitórios,  como  CTLA­4  e  PD­1  estão  associadas  a 

indução  de  mecanismos  de  imunossupressão,  favorecendo  a  imunotolerância. 

Receptores coestimulatórios como 4­1BB e OX­40 estão associados à ativação de 

células  T  e  favorecem  a  imunovigilância  (41,  46­49).  Num  organismo  saudável,  o 

sistema  imunológico  encontra­se  em  homeostase  entre  os  sinais  estimulatórios  e 

inibitórios.  
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Figura  5  ­  Interação  entre  imunomoduladores.  Esquema  representativo  de  moléculas 
coestimulatórias  (desencadeiam  resposta  imunológica  –  representados  por  sinal  verde 
positivo) e coinibitórias (suprimem a ativação de células T – representados por sinal vermelho 
negativo) entre células apresentadoras de antígeno e células T. Fonte: Retirado de PARDOLL, 
2012 (40).  

 

As  células  cancerosas  aproveitam­se  desse  sistema  de  redundância  para 

evadir  e  proliferar  (50).  Conforme  crescem,  os  tumores  necessitam  de  mais 

fornecimento  sanguíneo  e  causam  pequenas  lesões  aos  tecidos  circundantes, 

desencadeando sinais inflamatórios, recrutamento de células de defesa (linfócitos T 

infiltrantes  ­  TILs)  e  consequente  eliminação  de  algumas  células  tumorais  e 

apresentação de seus neoantígenos. As células  tumorais sobreviventes a “pressão 

Darwiniana” entram em equilíbrio e tornam­se mais resistentes e capazes de escapar 

aos ataques do sistema imune e então, proliferam­se descontroladamente (29).  

Visando auxiliar o sistema imunológico do indivíduo a reconhecer e preservar­

se dos mecanismos de escape adotados pelas células tumorais, a imunoterapia surgiu 

como  um  tratamento  adjuvante  às  terapias  tradicionais  (cirurgia,  quimioterapia  e 

radioterapia). Desta forma, fortalecer a apresentação de antígenos e a ativação das 

células  T  é  um  processo  primordial  (50).  Essa  estratégia  desenvolveu­se 
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extraordinariamente na última década e a sua peculiaridade é que em contraste a 

outros tratamentos até agora usados contra o câncer, o sistema imune pode atingir 

metástases e é capaz de diferenciar as células  tumorais de  forma seletiva. Apesar 

disso, como dito anteriormente, o tumor apresenta a característica de adquirir formas 

de  resistência,  tal  como a utilização de mecanismos de  imunossupressão, e neste 

ponto, a imunoterapia se apresenta como uma opção terapêutica, buscando estimular 

o sistema imune, inibir anergia e a exaustão.  

O  número  de  linfócitos  infiltrados  nos  tumores  (TILs)  está  associado 

positivamente  a  resultados  clínicos  mais  favoráveis  em  câncer  de  mama  (51,  52) 

sendo  um  indicativo  da  resposta  imune  contra  as  células  tumorais.  Portanto,  o 

desenvolvimento de estratégias antitumorais com o objetivo de fortalecer respostas 

mediadas  por  células  T  aparece  como  uma  excelente  opção,  baseando­se 

principalmente em inibir mecanismos imunossupressores ou em induzir mecanismos 

associados a coestimulação.  

 

1.5.1  A  imunomodulação  mediada  por  4­1BBL  e  OX­40L  pode  favorecer  a 
atividade antitumoral 
 

O receptor de superfície celular, CD137 (4­1BB/ILA) pertence a superfamília de 

receptores do fator de necrose tumoral (TNFRSF) e é encontrado em células natural 

killer (NK), podendo ser induzido por ativação em monócitos, linfócitos T CD4 e CD8 

(53,  54).  Seu  ligante  (4­1BBL/CD137L)  é  expresso  em  células  apresentadoras  de 

antígeno, como macrófagos, células dendríticas e células B (Quadro 1) (55, 56). 

  Após  sua  sinalização  em  células  T,  o  4­1BB  pode  interagir  com  o  fator 

associado ao TNFR (TRAF) 1­3; TRAF­1, TRAF­2 e TRAF­3  (57, 58); (59, 60). Essa 

interação  desencadeia  uma  cascata  de  ativação,  incluindo  a  via  de  NF­kB  (fator 

nuclear kappa B) (61­63) que culmina no estímulo à divisão celular e sobrevida através 

da expressão de genes de sobrevivência como BCL­XL e BFL­1 (64­66), ao mesmo 

tempo em que reduz a sinalização de moléculas pró apoptóticas, como BIM (Bcl­2­like 

protein 11) (49, 67).  

A interação entre receptor e ligante gera um sinal coestimulatório em células T 

CD4  mas  sobretudo,  em  T  CD8,  potencializando  a  ativação,  sobrevivência  (64), 

proliferação  e  citotoxicidade  de  células  T  (68,  69).  A  produção  de  citocinas  pró­

inflamatórias de perfil Th1, em linfócitos T CD4; aquelas que estimulam a imunidade 
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celular, são elevadas, como IL­2 (70­72) e interferon gama (IFN­γ) (73­75) enquanto 

que  Th2  (imunidade  humoral)  são  suprimidas,  como  IL­4,  IL­6  e  IL­10,  as  quais 

medeiam a ativação de células B e produção de anticorpos (76). 

  Na presença de forte estímulo ao TCR, a sinalização mediada por 4­1BBL pode 

desencadear  a  ativação  de  células  T,  independente  de  CD28.  Essa  resposta  é 

dependente da via NF­kB e ativa a proliferação celular, secreção de citocinas como 

IL­2 e IFN­γ, podendo gerar resposta antitumoral (77) entretanto, a presença de CD28 

desencadeia uma resposta mais robusta e protetora (78­80). 

  Ainda que a maioria dos trabalhos demonstrem atividade antitumoral mediada 

pela coestimulação de 4­1BB/4­1BBL, existem dados de que a interação entre essas 

moléculas também pode resultar numa sinalização antagônica, visto por exemplo que 

em células L78 (carcinoma escamoso de pulmão) a secreção de IFN­γ é aumentada, 

favorecendo  a  imunidade  antitumoral,  enquanto  que  células  HepG2.2.15 

(hepatocarcinoma)  foram  capazes  de  gerar  uma  sinalização  reversa,  pró­tumoral, 

através  de  4­1BB  que  induziu  a  secreção  de  IL­8,  contribuindo  à  angiogênese, 

apoptose  de  linfócitos  T  independente  de  Fas  e  consequente  estímulo  para 

progressão tumoral (81­84) 

  O CD134 (OX­40) também é um membro da família TNFRSF que é encontrado 

transitoriamente  após  o  reconhecimento  do  antígeno  e  interação  com  o  TCR, 

sobretudo  em  células  T  CD4  ativadas  mas  também  em  T  CD8  ativadas  sob  forte 

estímulo  antigênico,  T  regulatórias  (Treg)  humanas  ativadas  (em  camundongos  é 

constitutivo) e, em menor proporção em neutrófilos e células NK (Quadro 1) (85­88).  

O  ligante  de  CD134  (CD134L/OX­40L/CD252)  pode  ser  induzido  em  APCs 

ativadas,  como  células  B,  células  dendríticas  e  macrófagos,  bem  como  células 

endoteliais, NK e mastócitos (Figura 6) (89). A interação OX­40:OX­40L desencadeia 

uma  cascata  de  ativação  similar  a  4­1BB:4­1BBL,  incluindo  a  via  NF­kB.  Essa 

sinalização  sustenta  a  expressão  de  proteínas  anti­apoptoticas  como  BCL­XL  e  a 

secreção de citocinas como IL­2,  IL­4,  IL­5 e  IFN­γ, promovendo a sobrevivência e 

proliferação de células T CD4 de perfil Th1 e Th2, assim como o desenvolvimento de 

células efetoras e de memória (87). Esses mecanismos e sinalizações são essenciais 

para  o  desenvolvimento  de  uma  imunidade  contra  o  câncer,  tornando­a  um  alvo 

promissor para a imunoterapia tumoral  (90). 
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Figura  6  ­  Interação  entre  OX­40/OX­40L.  Quanto  ativada,  a  célula  apresentadora  de 
antígeno  (APC)  processa  e  expõe  o  antígeno  via  moléculas  MHC  e,  passa  a  expressar 
moléculas coestimuladoras como CD80/CD86  (B7­1 e B7­2,  respectivamente) e CD40. Ao 
encontrar uma célula T naive, ocorre a  interação entre receptores e  ligantes de ambas as 
células,  fornecendo o primeiro  (MHC/TCR) e segundo sinal  (B7/CD28) necessários para a 
ativação da célula T. Entre 48­72 horas pós ativação, a célula T efetora passa a expressar 
outras moléculas coestimuladoras, como o OX­40, o qual pode se ligar ao ligante (OX­40L) 
de  células  B,  células  NK,  células  T  CD4  ativadas,  células  endoteliais  e  mastócitos  com  o 
objetivo de impulsionar uma resposta imune. Fonte: Retirado de Fu et al., 2020 (87). 

 

1.5.2 A ambiguidade de GM­CSF na evolução do câncer 
 

  O GM­CSF (fator estimulador de colônias de granulócitos­macrófagos) é uma 

das quatro citocinas do fator estimulador de colônias (CSFs) que são essenciais na 

hematopoiese  (91).  Essa  citocina  é  secretada  em  resposta  a  citocinas  pró 

inflamatórias, como IL­1, IL­6 e TNF­α, por diferentes tipos celulares, como células T 

ativadas,  células  B,  macrófagos,  células  endoteliais  vasculares  e  fibroblastos  (92). 

Seu receptor é o CD116 ou CSF2R e pode ser encontrado em células sanguíneas, 

epiteliais e apresentadoras de antígeno (Quadro 1) (93­95). 
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  Dentre suas funções, o GM­CSF pode auxiliar em processos de cicatrização, 

pois é capaz de promover a proliferação e migração de queratinócitos e a migração 

de células endoteliais vasculares, contribuindo também na angiogênese  (92). Além 

disso,  ele  também  estimula  a  proliferação  e  ativação  de  macrófagos,  células 

dendríticas,  monócitos  e  neutrófilos,  aumentando  a  apresentação  antigênica,  a 

fagocitose e consequentemente a quimiotaxia de linfócitos (96). Por esse motivo, o 

GM­CSF começou a ser utilizado como adjuvante em terapias tumorais para diminuir 

efeitos adversos da radioterapia e quimioterapia, como a neutropenia (diminuição de 

neutrófilos) e para aumento da resposta contra o tumor (97). 

  Por  outro  lado,  o  aumento  dessa  citocina  no  soro de  pacientes  oncológicos 

também  pode  estar  associado  a  um  câncer  mais  metastático  por  favorecer  a 

angiogênese e aumentar a produção de metaloproteinases de matriz (MMP) ­2; ­9 e ­

26, cuja função é degradar proteínas da matriz extracelular possibilitando a migração 

e invasão (97, 98). O papel de GM­CSF como promotor de tumor foi relatado in vivo 

no câncer de cabeça e pescoço (99) e in vitro em células de câncer de pulmão (100).  

  Diversos estudos utilizando GM­CSF como adjuvante ou como vacina a partir 

de  células  autólogas  ou  alogênicas  secretoras  de  GM­CSF  (GVAX)  estão  em 

andamento  e  indicam  boas  perspectivas  de  resposta  imune  (101­104)  e  outros, 

necessitam de mais estudos mas sugerem ao menos, segurança clínica com baixa 

toxicidade  (105, 106). Esse efeito antitumoral  foi  relatado em camundongos Balb/c 

vacinados  de  forma  profilática  com  célula  tumoral  de  câncer  de  mama,  a  qual  foi 

previamente infectada com um vetor adenoviral recombinante para expressão de GM­

CSF (107). Com início em 2006 e término ao final de 2021, ocorreram dois estudos 

de  fase  clínica  para  o  tratamento  de  câncer  de  mama  operável  (NCT00880464)  e 

metastático  (NCT00317603)  a  partir  de  células  autólogas  secretoras  de  GM­CSF 

mediante transferência gênica mediada por adenovírus. Dados preliminares de ambos 

os estudos demonstraram baixo efeito adverso grave da terapia neoadjuvante, como 

disturbio  cardíaco  e  respiratório.  No  primeiro  ensaio  clínico,  28%  dos  pacientes 

chegaram ao final do estudo, enquanto que no segundo, 86% entretanto, ainda não 

existem dados publicados da correlação entre as vacinas e a estabilidade do quadro 

tumoral. 

  Efeitos  positivos  da  vacina  GVAX  também  foram  visto  em melanoma  (108), 

carcinoma de células renais (109), câncer de pulmão de células não pequenas (110, 

111) e próstata (112), que conta com a Sipuleucel­T; uma vacina antitumoral aprovada 
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pelo  FDA  (Food  and  Drug  Administration)  para  casos  metastáticos  de  câncer  de 

próstata  resistente  a  terapia  hormonal  (113).  Essa  vacina  consiste  em  incubar  a 

proteína  recombinante  de  um  antígeno  frequentemente  expresso  pelas  células 

tumorais  dos  pacientes  com  câncer  de  próstata,  chamado  de  fosfatase  ácida 

prostática  (PAP),  em  fusão  à  citocina  GM­CSF,  juntamente  com  as  células 

apresentadoras de antígeno,  isoladas   do paciente, afim de elevar a apresentação 

antigênica e a resposta das células T contra o tumor (114). 

  O  Quadro  1  aborda de  forma  resumida o  resultado  das  interações  entre os 

imunomoduladores descritos acima. 

 

Quadro  1  ­  A  expressão  dos  imunomoduladores  pelas  células  e  a  atividade 
resultante de suas respectivas interações. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

1.6 Receptores hormonais subdividem o câncer de mama  
 

O câncer de mama pode ser dividido com base em seus marcadores celulares 

em grandes grupos quanto a presença de receptor de estrogênio (ER +), receptor de 

progesterona (PR +), receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2 

+) ou pela ausência destes, no caso do câncer de mama triplo­negativo (TNBC) (115, 

116). 

O TNBC corresponde a cerca de 15% dos cânceres de mama e é geralmente 

diagnosticado em mulheres de ascendência africana e hispânica com idade inferior a 

50 anos  (117, 118). As pacientes diagnosticadas apresentam um mau prognóstico 

com  um  aumento  no  risco  de  reincidência e  metástase  comparado  com  os  outros 

tipos. Estima­se que 35% das pacientes diagnosticadas com este tipo de câncer irão 

apresentar metástase após quimioterapia (119­121). 
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Uma  busca  no  banco  de  dados  PubMed  correlacionando  os  termos  “triple 

negative breast cancer” AND “immunotherapy”, revelou que nos últimos 10 anos as 

pesquisas mundiais sobre imunoterapia e o câncer de mama ganharam notabilidade 

mundial (Figura 7), sobretudo o TNBC associado aos checkpoints imunológicos PD­

1/PD­L1 (122). 

 

Figura  7  ­  Avanço  dos  estudos  de  imunoterapia  no  câncer  de  mama  triplo  negativo 
(TNBC). Quantidade de publicações anuais sobre  imunoterapia em câncer de mama triplo 
negativo entre os anos 2000 à 2020. Fonte: Autoria própria. 

 

1.7 Terapias em câncer de mama triplo negativo 
 

Entender a epidemiologia e  traçar um perfil genético das doenças auxilia  na  

profilaxia,  possíveis  formas  de  tratamento  e  terapia  (123).  Os  fatores 

desencadeadores  do  câncer  de  mama  são  diversos  e  os  estudos  acerca  deles 

transitam entre os hábitos de vida,  fatores genéticos e também hormonais, como a 

utilização de métodos contraceptivos (124).  

Sua heterogeneidade e agressividade tumoral dificultam o desenvolvimento de 

uma  estratégia  terapêutica  eficaz.  A  terapia  padrão  de  cirurgia,  quimioterapia  e 

radioterapia funciona para aproximadamente 20% dos pacientes com TNBC sendo a 

quimioterapia  a  primeira  linha  de  tratamento  padrão  mas  a  resposta  é  de  curta 

duração, o que reflete numa sobrevida global mediana (OS) inferior a 2 anos, ou seja, 
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esses pacientes possuem aproximadamente 2 anos desde o início do tratamento até 

o falecimento (125).  

Compreender a complexa interação entre células tumorais e o microambiente 

imunossupressor  que  as  rodeia,  trouxe  abordagens  terapêuticas  que  tentaram 

modular o  desempenho do sistema imunológico, a evolução e o progresso do câncer 

(126).  Uma  terapia  que  desencadeie  morte  das  células  tumorais  e  consequente 

liberação  de  seus  neoantígenos  possibilita  a  resposta  imune  frente  ao  seu 

desenvolvimento, principalmente por linfócitos T (127). 

Estudos recentes modificaram os paradigmas sobre o entendimento do câncer 

de mama. Considerado até então como um tumor “frio” (de baixa imunogenicidade), 

de escasso infiltrado de células T (TILs) e de pouca carga mutacional em relação a 

cânceres de pulmão, melanoma e rim (128, 129), as estratégias terapêuticas adotadas 

por muitas décadas foram cirurgia e quimioterapia (130). Atualmente, é sabido que o 

câncer de mama triplo negativo é imunogênico e que pacientes com este tipo tumoral 

e com grande prevalência de TILs; possuem melhor prognóstico, uma vez que estes 

linfócitos podem atuar na imunovigilância, potencializando o benefício de protocolos 

terapêuticos (131­134).  

Estudos indicam que aproximadamente 20 à 30% de pacientes com câncer de 

mama expressam PD­L1 (135, 136). Além disso, é conhecido que este tipo oncológico 

está associado a mutações na via PTEN/PI3K (137­139) e o desequilíbrio de PTEN 

desencadeia  uma  regulação  positiva  de  PD­L1,  que  por  sua  vez,  suprime  a 

proliferação e a sobrevivência das células T (135).   

Baseado nas descobertas acima, terapias a base de taxanos e compostos de 

platina  estão  sendo  utilizadas  como  agentes  quimioterápicos  principais  no  TNBC. 

Também tem sido estudado e aplicado inibidores que atuam em vias para supressão 

da angiogênese, proliferação e processos de reparo celular como inibidores de PARP­

1 (Poli­ADP­ribose polimerase) e de ciclina 4 e 6 (140­142). Não menos importante, o 

estudo com anticorpos monoclonais a base de  inibidor de  checkpoint  como PD­L1 

também têm sido alvo de diversos estudos (143, 144). O Quadro 2 trás um resumo de 

algumas destas abordagens terapêuticas. 

 

1.7.1 Agentes quimioterápicos induzem morte celular e podem potencializar a 
imunogenicidade tumoral  
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O objetivo da quimioterapia é utilizar uma droga que desencadeie a morte das 

células tumorais e, por consequência, também ocorre a liberação de neoantígenos e 

recrutamento de TILs (140). Vários quimioterápicos têm sido utilizados em associação 

a agentes imunoterapêuticos na tentativa de alterar o microambiente imunossupressor 

e auxiliar a atividade antitumoral (145­151). 

Taxanos como paclitaxel, nab­paclitaxel (paclitaxel associado a nanopartículas 

de albumina) e docetaxel têm sido empregados no TNBC pois agem nos microtubulos; 

estruturas  necessárias  no  processo  de  divisão  celular,  transporte  intracelular  e 

motilidade,  desencadeando  uma  sinalização  pró  apoptótica  e  consequentemente 

antitumoral  (142,  152­155).  Compostos  de  platina  como  cisplatina,  carboplatina  e 

oxaliplatina também fazem parte deste grupo terapeutico para TNBC (156­159).  

O microambiente tumoral é de extrema importância na resposta contra o tumor. 

Foi constatado que estes agentes são capazes de  inibir a mitose e  induzir a morte 

celular  imunogênica  (ICD  do  inglês,  immunogenic  cell  death)  ou  seja,  as  células 

tumorais  passam  a  liberar  padrões  moleculares  associados  a  dano  (DAMPs), 

facilitando a atividade das células T. Somado a isso, também foi descrito que esses 

reagentes  conseguem  aumentar  a  expressão  de  MHC  de  classe  I  nas  células 

tumorais; outro fator importante para a atividade antitumoral (160­162).  

A aplicação destes medicamentos deve ser ponderada, uma vez que podem 

desencadear  efeitos  colaterais  relevantes  (163)  como  neurotoxicidade  (164)  pois 

podem induzir a apoptose dos neurônios (165). Outro desafio ainda em investigação 

tem sido como resolver a resistência intrínseca ou adquirida dos compostos a base 

de platina (166­168) 

 

1.7.2  Terapia  alvo­específica:  Mutações  em  genes  BRCA  tornam  células 
tumorais mais susceptíveis a terapias com inibidores de PARP  
 

Os genes supressores de tumor, BRCA1 e BRCA2 regulam o reparo do DNA 

através do controle de pontos de verificação do ciclo celular, regulação da transcrição 

e apoptose  (169). Mutações nestes genes são  responsáveis por 5% dos casos de 

câncer de mama (170, 171) e para os casos hereditários, essa mutação é responsável 

por 80% deles (172).  

Foi observado que mutações em BRCA tornavam as células mais receptivas 

aos inibidores de PARP­1 (173­177) pois, uma vez que a mutação não é reparada a 
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morte  celular  é  induzida  (178­180). A  polimerase  poli  (ADP­ribose)  (PARP)  é  uma 

família  de  proteínas  importantes  na  detecção  e  remoção  de  bases  danificadas  no 

DNA,  atuando  em  mecanismos  de  reparo  do  DNA  (181).  Resumidamente,  células 

tumorais  são  marcadas  por  diversas  mutações  e  os  inibidores  de  PARP  atuam 

impedindo  que  PARP  efetue  sua  função  em  reparar  a  mutação,  ocasionando  o 

rompimento na dupla fita do DNA e morte celular. Caso a quebra da fita simples seja 

reparada, a célula sobrevive, podendo adquirir um perfil tumoral (182).  

Diferentemente da maioria das outras terapias que não são alvo­específicas, 

esta demonstrou­se direcionada a células com deficiência em BRCA1 ou 2 (175, 176) 

contudo, apenas 20­40% dos pacientes beneficiam­se dos inibidores de PARP; ainda 

assim o tratamento não é muito eficaz, resultando em recidiva precoce e metástase 

(183,  184).  A  competência  abaixo  do  esperado  pode  ser  resultante  da  alta 

sensibilidade a PARP que o medicamento gera (185, 186), uma vez que o organismo 

tende  a  adquirir  resistência.  Dentre  as  drogas  hoje  utilizadas  estão  o  Olaparibe 

(Lynparza) e o Talazoparibe (Pfizer Inc.) (184).  

Com o intuito de aumentar o efeito citotóxico e desencadear a morte celular, foi 

descrito  que  os  inibidores  de  PARP  também  podem  atuar  em  combinação  com 

agentes danificadores do DNA provenientes da quimioterapia ou radioterapia de forma 

a deixar a célula mais vulnerável a danos (187, 188). 

 

1.7.3 Terapia de TNBC com inibidores de CDKs 
 

O gene do retinoblastoma (RB1) é capaz de regular a proliferação celular ao 

interagir com o  fator de  transcrição E2F,  inibindo a  transcrição e a parada do ciclo 

celular (Figura 8 A), mantendo o crescimento controlado (189­191). A inativação da 

proteína do retinoblastoma (pRb) é desencadeada após sua hiperfosforilação pelas 

cinases  dependentes  de  ciclina  4  e  6  (CDK4  e  CDK6)  e  liberação  do  fator  de 

transcrição  E2F,  permitindo  a  continuidade  do  ciclo  celular;  um  fator  chave  e 

desencadeante de tumor para células malignas (Figura 8 B) (192).  
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Figura 8  ­ Regulação transcricional pelo gene supressor de  tumor do retinoblastoma 
(Rb). Numa célula saudável, quando Rb se liga ao fator de transcrição E2F (A1), o Rb pode 
reprimir sua atividade, bem como a de genes necessários para a continuidade do ciclo celular. 
Logo,  Rb  regula  a  transcrição,  mantendo  os  níveis  de  crescimento  celular  controlado  e  a 
integridade do genoma (A2). Por outro  lado, quando cinases dependentes de ciclina 4 e 6 
(CDK4 e CDK6) hiperfosforilam Rb (B1), o fator de transcrição E2F fica livre, possibilitando a 
continuidade do ciclo celular  (B2). O crescimento celular descontrolado pode desencadear 
instabilidade  cromossômica,  propiciando  o  surgimento  de  células  mutadas  com  genótipo 
tumoral.  Essas  células  alteradas  podem  começar  a  secretar  fatores  angiogênicos,  como 
VEGF,  para  gerar  um  microambiente  mais  nutritivo  e  também  com  potencial  metastático, 
através da secreção de COX­2, por exemplo (B3). Fonte: Autoria própria. 

 

Novos medicamentos que inibam as cinases dependentes de ciclina 4 e 6 e, 

consequentemente mantenham a função de Rb em suprimir o ciclo celular para reparo 

do genoma foram testados no câncer de mama, resultando no desenvolvimento de 

medicamentos como Palbociclibe, Ribociclibe e Abemaciclibe para câncer de mama 

HER2 (193).  

A princípio, essa estratégia não parecia promissora para os casos de TNBC, 

uma  vez  que  aproximadamente  30%  deles  possuem  perda  da  função  do 

retinoblastoma (194, 195) e níveis alterados de ciclina (196) contudo, um modelo pré­

clínico de TNBC tratado com Abemaciclib demonstrou aumento de MHC­I e regressão 

tumoral, indícios positivos para tratamento de uma parcela de pacientes TNBC (197). 

 



37 
 

Quadro 2 ­ Abordagens terapêuticas utilizadas/estudadas para tratamento do câncer de 
mama triplo negativo. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

1.7.4 Terapia para TNBC com anticorpos monoclonais 
 

O pior prognóstico e a dificuldade de progresso nas terapias alvo dirigidas em 

relação  a  outros  tipos  de  câncer  de  mama  são  em  parte,  devido  a  alta 

heterogeneidade  do  TNBC  contudo,  a  comunidade  científica  obteve  avanços 

promissores  para  esse  tipo  oncológico  no  campo  da  imunoterapia  baseada  em 

inibidores de checkpoints imunológicos (198). 

O  ensaio  clínico  do  KEYNOTE­086  (identificador  do  ClinicalTrial 

NCT02447003),  utilizou  um  anticorpo  monoclonal  anti­PD­1  (pembrolizumabe)  que 

bloqueia a interação com seus ligantes (PD­L1 e PD­L2). O uso do pembrolizumabe 

em  monoterapia  de  primeira  linha  desencadeou  boa  resposta  antitumoral  para 

pacientes TNBC PD­L1 positivos e baixos efeitos adversos (199). Por outro lado, ao 

compará­lo  com  o  KEYNOTE­012  (NCT01848834)  que  estudou  pembrolizumabe 

como monoterapia  de  segunda/terceira  linha  em  pacientes  TNBC  PD­L1  positivos, 

embora  a  atividade  antitumoral  tenha  sido  durável  e  a  administração  segura,  a 

sobrevida livre de progressão foi menor do que se administrado como primeira linha 

de tratamento (122, 200),  indicando que as respostas dos  inibidores de PD­L1 são 

mais  favoráveis  quando  em  tratamentos  de  primeira  linha.  Estes  dados 

desencadearam  o  estudo  do  KEYNOTE­355  (NCT02819518)   envolvendo 

pembrolizumabe ou placebo associado a quimioterapia  (nab­paclitaxel, paclitaxel e 

gemcitabina/carboplatina)  para  pacientes  TNBC  inoperável  ou  metastático  como 

terapia de primeira linha. Uma análise prévia do estudo indicou melhora estatistica e 

clínica em sobrevida livre de progressão  (201). 
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No  início  de  2019,  após  publicação  de  dados  promissores  do  estudo 

IMpassion130, o FDA (Food & Drug Administration) aprovou o uso do atezolizumab; 

um anticorpo monoclonal anti PD­L1 (Tecentriq) associado a um quimioterápico (nab­

paclitaxel)  para pacientes TNBC metastático não  tratado com perfil PD­L1 positivo 

(202).  Após 2 anos, o tratamento passou por uma segunda análise demonstrado uma 

mediana de 7 meses de sobrevida global para pacientes PD­L1 positivos tratados com 

a  imunoterapia  enquanto  que  a  mediana  da  sobrevida  livre  de  progressão  foi  de 

apenas 2.2 meses a mais em relação ao grupo placebo (145). 

Embora  os  dados  tenham  indicado  melhora  clínica  nas  taxas  de  sobrevida 

global e livre de progressão para pacientes TNBC avançados, estes mesmos dados 

não  foram estatisticamente significativos conforme metodologia para estudo clínico 

prospectivo de “análise por intenção de tratar” (145, 202). Outro estudo, IMpassion132 

(NCT03371017),  avaliando  atezolizumabe  ou  placebo  com  quimioterapia 

(gemcitabina  mais  carboplatina  ou  capecitabina)  em  primeira  linha  para  TNBC 

avançado/metastático  inoperável  recorrente  menor  ou  igual  a  12  meses  após 

quimioterapia  neo(adjuvante)  a  base  de  antraciclina  ou  taxano  ainda  está  em 

desenvolvimento (203). 

Desta  maneira,  faz­se  necessário  estudos  que  tenham  como  alvo  o 

desenvolvimento  de  estratégias  que  consigam  maior  eficácia  na  terapia  destes 

tumores e evitem reincidências. 
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Quadro 3 ­ Ensaios clínicos utilizando imunoterapia como monoterapia ou associada a 
quimioterapia  para  casos  de  câncer  de  mama  triplo  negativo.  PFS:  Progression­free 

Survival (sobrevida livre de progressão). 

 
Fonte: Autoria prórpia. 

 

1.7.5 Proposta de Abordagens inovadoras baseadas em Vacinas Antitumorais 
para terapia de TNBC 
 

Diferentemente das vacinas tradicionais que contém antígenos purificados com 

efeito profilático, a vacina terapêutica ou antitumoral almeja através da imunoterapia, 

capacitar o sistema imunológico do indivíduo a reagir ao câncer de forma específica e 

que possa atingir metástases através de diferentes métodos, como por exemplo, a 

vacina baseada em células autólogas (204). 

Uma vacina baseada em células bem sucedida é capaz de elevar a atividade 

de  APCs  e  consequentemente  a  apresentação  antigênica,  de  maneira  a  tornar  os 

linfócitos T CD4 e CD8 mais responsivos ao tumor. A partir de um sistema imunológico 

robusto, mais células cancerosas serão identificadas e eliminadas por um processo 

conhecido  como  morte  celular  imunogênica  (ICD).  A  morte  destas  células  libera 

DAMPS e aumenta o recrutamento de APCs, fortalecendo o ciclo eliminatório (205, 

206). 

Observamos em nosso laboratório que combinações de vacinas derivadas de 

células tumorais expressando os imunomoduladores OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF que 

coestimulam as células T e são expressos por células apresentadoras de antígenos 



40 
 

fortalecem  a  resposta  antitumoral  em  modelos  animais,  suprimindo  tumores  e 

induzindo uma resposta duradoura, que pode  impedir a  recidiva  (207). Verificamos 

também que animais tratados com estas vacinas apresentam um aumento no infiltrado 

de células T citotóxicas nos tumores e no baço.  

Sabidamente,  o  TNBC  é  um  tumor  que  apresenta  relevante  quantidade  de 

infiltrado  de  células  T,  contudo,  essas  células  podem  estar  anérgicas  ou 

imunossuprimidas,  podendo  contribuir  para  a  diminuição  da  eficácia  com  terapias 

baseadas  em  inibidores  de  checkpoint  (133,  208).  Os  resultados  observados  nos 

experimentos  in  vivo  com  animais  e  dados  da  literatura  nos  motivaram  a  ampliar 

nossos  estudos  de  forma  mais  dirigida  ao  desenvolvimento  de  uma  aplicabilidade 

clínica.  

Para o desenvolvimento deste projeto, iniciamos uma parceria com o CAISM 

da UNICAMP em colaboração com a Professora Dra. Sophie Derchain, professora 

titular em Ginecologia do Departamento de Tocoginecologia da Faculdade de Ciências 

Médicas  (FCM) da Universidade Estadual de Campinas  – UNICAMP, Dra. Susana 

Oliveira  Botelho  Ramalho,  médica  oncologista  clínica  do  Departamento  de 

Tocoginecologia da FCM/UNICAMP CAISM e com a Dra. Geisilene Russano de Paiva 

Silva,  médica  patologista.  Dessa  forma,  além  de  todo  o  suporte  clínico  científico, 

também  pudemos  utilizar  amostras  provenientes  do  biobanco  de  pacientes 

diagnosticadas com TNBC. Estas pacientes receberam quimioterapia neoadjuvante e 

não tiveram resposta terapêutica satisfatória. Dessa forma, nossa proposta consistiu 

em explorar estratégias de imunoterapia baseadas em vacinas antitumorais geradas 

a partir de células tumorais provenientes da biopsia destas pacientes com TNBC do 

CAISM.  Nestes  ensaios  também  planejamos  investigar  a  modulação  de  linfócitos 

primários oriundos das pacientes TNBC do CAISM em ensaios  in vitro, avaliando a 

ativação linfocitária e potencialidade de eliminação tumoral.  
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2.  OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivos Gerais 
 

Este projeto tem como objetivo central realizar uma avaliação in vitro do efeito 

de vacinas antitumorais derivadas de células tumorais primárias de câncer de mama 

triplo negativo geneticamente modificadas com imunomoduladores OX­40L, 4­1BBL e 

GM­CSF. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

1.  Clonagem  dos  genes  humanos  OX­40L,  4­1BBL  e  GM­CSF  em  vetores 

plasmidiais utilizados na produção de vetor viral recombinante.  

2.  Construção de vetores virais (OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF).  

3.  Isolamento  de  células  primárias  provenientes  do  tumor  da  paciente  e 

estabelecimento de linhagens. 

4.  Transdução  dos  vetores  virais  para  estabelecimento  de  células 

imunomodulatórias a partir de células primárias isoladas do tumor.  

5.  Isolamento de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) 

de doador saudável e da paciente.  

6.  Ensaios  in  vitro  com  as  células  tumorais  primárias  em  co­cultivo  com 

PBMCs  previamente  incubados  com  células  tumorais  geneticamente 

modificadas  expressando  imunomoduladores  para  verificar  a  indução  de 

citotoxicidade dos PBMCs contra o tumor.  
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3.  METODOLOGIA 
 

Para desenvolver este projeto, seguimos o fluxo de trabalho como consta na Figura 

9. Os passos de cada etapa, foi descrito em detalhes nos tópicos que o seguem. 

 

 

Figura 9 ­ Fluxo de trabalho para o desenvolvimento do projeto. Fonte: Autoria  própria. 

 

3.1  Coleta  de  sangue,  isolamento  e  ativação  de  células  mononucleares  de 
sangue periférico (PBMC) 

 

Para  obter  as  moléculas  imunomodulatórias,  o  sangue  venoso  de  um  doador 

saudável foi coletado através de sistema a vácuo em tubo de heparina (Figura 9, 1A). 

Após  gradiende  de  densidade  com  Ficoll­Paque  (GE)  conforme  protocolo  do 

fabricante,  as  células  mononucleares  de  sangue  periférico  (Peripheral  Blood 

Mononuclear Cells ­ PBMC) foram coletadas, lavadas em PBS 1X, contabilizadas e 

colocadas  em  cultura  com  meio  RPMI  1640  completo  (CM)  (1%  de 

penicilina/estreptomicina (Gibco), 10% de soro fetal bovino (Vitrocell), 1% de HEPES 

(Gibco), 1% de piruvato de sódio (Gibco), 1% de aminoácidos não essenciais (Gibco), 
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1% de glutamina (Gibco) e 50 μM de β ­mercaptoetanol (Gibco)). Para expressarem 

as moléculas de interesse, cerca de 107 células foram estimuladas com 5μg/mL de 

anticorpo anti­CD3 (Tonbo) e 5μg/mL de anticorpo anti­CD28 (Tonbo) (Figura 9, 2A). 

 

3.2 Extração de RNA, cDNA e RT­PCR 
 

Após  72  horas  de  estímulo,  o  RNA  foi  extraído  com  TRIzol®  Reagent 

(Invitrogen) seguido  por  transcrição  reversa  do  RNA  (RT­PCR)  com  o  kit  High 

Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems™) (Figura 9, 3A). O inserto GM­

CSF  (NM_000758.4)  foi  amplificado  a  partir  do  DNA  complementar  (cDNA)  com 

enzima GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega)  numa temperatura de melting (Tm) 

de 60°C através de primers contendo sequências sticky ends de sítios de restrição; 

(foward  ERI)  CGGCGAATTCAAGGCTAAAGTTCTCTGG  e  (reverse  BHI) 

GATTGGATCCTTTCATGAGAGAGCAGCTCC;  bem  como  o  inserto  OX­40L 

(NM_003326.5)  Tm  57°C  com  os  primers  (foward  BHI) 

GCAAGGATCCCTTCCCTCTACCCAGATTGT  e  (reverse  BHI) 

TAAAGGATCCTTCATGCTGGTGCCTGGT.  Diferentemente,  o  inserto  de  4­1BBL 

(NM_003811.4) foi amplificado numa Tm de 59°C com enzima Phusion High­Fidelity 

DNA Polymerase utilizando­se os primers sem sítios de restrição mas com sequências 

sticky  ends;  (foward)  GCTATCATGGAATACGCCTCTG  e  (reverse) 

GTACTTATTCCGACCTCGGTGA e posterior nested PCR com GoTaq. 

O  Quadro  4  traz  o  resumo  da  estratégia  utilizada  para  amplificação  dos 

imunomoduladores e a temperatura de melting proveniente da reação de amplificação. 

 
Quadro 4 ­ Estratégia de amplificação dos imunomoduladores. A amplificação por PCR 
convencional do GM­CSF foi feita com enzima GoTaq utilizando temperatura de melting (Tm) 
de 60°C e primers  com sequências de EcoRI  (Foward) e BamHI  (Reverse) para posterior 
clonagem em vetor plasmidial. O OX­40L também foi amplificado com enzima GoTaq em Tm 
de  57°C  com  sequência  de  BamHI  em  ambos  os  primers.  Diferentemente,  o  4­1BBL  foi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_000758.4?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=V06ZM1KD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_003326.5?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V06Y04G2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_003811.4?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=V06YVEUU016
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inicialmente amplificado com enzima Phusion e posteriormente, foi realizado uma nested PCR 
com GoTaq em Tm de 59°C e sem sequência para enzima de restrição nos primers. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

3.3  Clonagem  dos  genes  humanos  OX­40L,  4­1BBL  e  GM­CSF  em  vetores 
plasmidiais 

 

Após amplificação com enzima GoTaq, os insertos OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF 

humanos  foram  subclonados  no  vetor  pGEM  T­Easy®  (Promega),  sendo  que  o  

primeiro foi retirado deste vetor através de digestão com BamHI e os outros dois com 

EcoRI. 

Os insertos recuperados da subclonagem foram purificados com QIAquick Gel 

Extraction Kit® (QIAGEN) e ligado com enzima T4 DNA Ligase (NewEngland BioLabs) 

no vetor  lentiviral FUW (Addgene #14882), o qual  foi previamente digerido com as 

mesmas enzimas de seu respectivo inserto (Figura 9, 4A e Figura 10). 
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Figura 10 ­ Clonagem dos  imunomoduladores em vetor lentiviral. O  inserto OX­40L foi 
amplificado por PCR com enzima GoTaq e primers flanqueados com BamHI (BHI). O produto 
resultante  foi  subclonado  em  vetor  pGEM  T­Easy,  recuperado  através  de  digestão  com 
enzima    BamHI  presente  nas  extremidades  dos  primers  de  amplificação  do  gene  alvo, 
purificado e ligado no vetor FUW (Addgene) previamente digerido com a mesma enzima (linha 
A).  O  imunomodulador  GM­CSF  humano  foi  amplificado  por  PCR  com  enzima  GoTaq  e 
primers flanqueados por EcoRI (ERI) no sentido foward (F) e BHI em reverse (R). O produto 
resultante da amplificação foi subclonado no vetor pGEM T­Easy de acordo com o protocolo 
do fabricante. O gene foi recuperado do pGEM utilizando­se a enzima ERI presente no sítio 
de múltipla clonagem do vetor. Após purificação, o inserto foi ligado no vetor FUW também 
digerido com ERI (linha B).  O imunomodulador 4­1BBL foi amplificado com a enzima Phusion 
seguido por nested PCR com GoTaq e posterior subclonagem no pGEM T­Easy. O inserto foi 
recuperado através da digestão do vetor com enzima ERI, seguido de purificação e ligação 
com  o  FUW  previamente  linearizado  com  ERI  (linha  C).  Todas  as  ligações  foram 
transformadas em bactéria DH5α  e as  colônias  resultantes  foram processadas através de 
miniprep  caseira.  Os  melhores  clones  de  cada  vetor  foram  escolhidos  após  análise  de 
sequenciamento de nova geração (NGS). Fonte: Autoria própria. * Vetor retirado do software 
Snapgene. 

 

Para clonagem do FUMW (FUW + mCherry), o vetor foi linearizado com XbaI e 

o inserto mCherry foi retirado do vetor comercial pLV­mCherry (Addgene #36084) com 

Xba­I  e  Sal­I  HF.  Para  que  a  ligação  entre  eles  fosse  compatível,  ambos  foram 

tratados  com  T4  DNA  Polimerase  (NewEngland  BioLabs)  para  preenchimento  das 

extremidades 5` e 3` (Fill in) seguido por purificação e ligação (Figura 11). 
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Todas as ligações acima foram transformadas com bactéria DH5α 

(NewEngland  BioLabs),  as  colônias  provenientes  foram  processadas  por  miniprep 

caseira  ou  PCR  de  colônia  e  submetidas  a  mapa  de  restrição  com  enzimas  que 

liberassem o inserto. Os clones positivos na digestão ou na PCR foram sequenciados 

através  do  sequenciamento  de  nova  geração  (NGS),  possibilitando  análise  de 

identidade e o sentido de ligação do inserto no vetor.  

Figura  11  –  Clonagem  do  vetor  FUW  mCherry  (FUMW).  A  estratégia  de  clonagem  para 
obtenção do vetor FUMW consistiu em linearizar o vetor FUW (Addgene) com enzima XbaI. O 
inserto (mCherry) foi obtido através da digestão do vertor comercial pLV­mCherry (Addgene) com 
XbaI e SalI. Para tornar as extremidades entre vetor e inserto compatíveis, ambos foram tratados 
com  a  enzima  T4  DNA Polimerase  para  preenchimento  das  extremidades  5`  e  3`  (fill  in).  Em 
seguida, vetor e inserto foram purificados e ligados. A seleção do melhor clone FUMW foi feita 
após  investigação  das  colônias  resultantes  da  transformação  da  ligação  através  de 
sequenciamento e PCR de colônia. Fonte: Autoria própria. * Vetor retirado do software Snapgene. 
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3.4 Construção de vetores lentivirais (OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF) e titulação 
 

Os  vetores  virais  foram  produzidos  em  células  HEK293T  (ATCC)  por 

transfecção  transiente  pelo  protocolo  de  fosfato  de  cálcio  a  partir  do  plasmídeo 

codificando o gene imunomodulatório humano obtido na clonagem. Estes plasmídeos 

foram incubados com vetores de empacotamento para a produção de partículas virais 

expressando  os  genes  humanos  OX­40L,  4­1BBL  e  GM­CSF,  bem  como  o  gene 

repórter mCherry. 

O sobrenadante contendo as partículas  virais  foi  coletado após 24; 48 e 72 

horas  da  transfecção,  seguindo  por  centrifugação  a  400g,  5  minutos,  4°C  para 

remoção  de debri.  Uma  alíquota  de 200µL  de  cada  coleta  foi  guardada  antes  dos 

passos a seguir para posterior controle de rendimento. O sobrenadante proveniente 

da  centrifugação  foi  filtrado  em  filtro  de  seringa  de  0.22µM  e  ultracentrifugado  a 

110.000g  à  4°C  por  90  minutos  na  ultracentrífuga  Beckman  Optima  XL­80  para 

concentração viral. O pellet  resultante da ultracentrifugação contendo as partículas 

virais  foi  ressuspendido  em  PBS  1x, aliquotado e  armazenado  em  biofreezer  para 

posterior titulação e transdução nas células primárias. 

Após as três coletas, as células produtoras de vírus foram recuperadas da placa 

para coloração com anticorpo anti os imunomoduladores OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF 

por 30 minutos. A célula parental não trasnfectada também foi corada e utilizada como 

controle negativo. Em seguida, as amostras foram submetidas a citometria de fluxo 

para comprovar a transfecção do plasmídeo viral. 

Como  demonstrado  na  Figura  12,  a  fim  de  determinar  o  título  viral  para 

subsequente estabelecimento das linhagens, foram plaqueados seis poços com 5x104 

células HEK293T em placa de 24 poços para cada vírus e mais 6 poços para controle 

biológico da citometria, ou seja, poços de células sem vírus e sem marcação com 

anticorpo e também poços de células sem vírus mas que foram coradas com anticorpo 

dos  vírus  a  serem  investigados,  como  um  isotipo.  Após  24  horas,  um  dos  poços 

controle  foi  tripsinizado  e  contado  para  que  fosse  sabido  o  número  de  células  no 

momento da transdução para posterior cálculo de titulação. Dos seis poços para uma 

das preparações virais, cada um recebeu um volume de vírus (5µL e 50 µL de vírus 

não concentrado e mais 4  volumes do vírus  ultracentrifugado e diluído 100 vezes; 

0.5µL;  5µL;  50µL  e  500µL).  Todos  os  poços  foram  transduzidos  com  meio  D10  e 
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8µg/mL de polibreno. Passado mais 24 horas, o meio foi trocado e a célula foi incubada 

novamente até o dia seguinte para posterior citometria de fluxo (NovoCyte/ACEA). A 

partir dos dados obtidos, a concentração viral foi calculada seguindo a fórmula:  

 

 

 

 

Figura 12  – Esquema representativo de placa para titulação viral. As preparações virais 
são  tituladas  células  HEK293T  em  seis  volumes  diferentes  (5µL  e  50  µL  de  vírus  não 
concentrado e mais 4 volumes do vírus ultracentrifugado e diluído 100 vezes; 0.5µL; 5µL; 
50µL e 500µL) e a eles são adicionados meio DMEM com 10% de soro e 8µg/mL de polibreno. 
A  citometria  de  fluxo  é  realizada  após  48  horas  da  transdução  e  os  dados  obtidos  são 
utilizados para cálculo do título viral. Fonte: Autoria própria. 

 

3.5 Estabelecimento de células primárias isoladas de tumores de pacientes 
 

O  Centro  de  Atenção  Integral  à  Saúde  da  Mulher  (CAISM­UNICAMP), 

selecionou mulheres diagnosticadas com câncer de mama triplo negativo, que tenham 

assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido concedendo amostras ao 

Biobanco para participarem da pesquisa (CEP 3.691.644 disponível no anexo). 

Para  critérios  de  inclusão  foram  inseridas  mulheres  com  diagnóstico  de 

carcinoma  de mama  invasivo  triplo  negativo  que  não  apresentaram  resposta  após 

quimioterapia  neoadjuvante  padrão  do  hospital  CAISM  e  que  por  isso,  foram 
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submetidas  à  cirurgia.  Foram  excluídas  mulheres  com  antecedentes  de  outros 

carcinomas,  doenças  autoimunes,  mulheres  que  apresentaram  resposta  à 

quimioterapia e gestantes. 

Durante  a  avaliação  clínico­radiológica,  pacientes  que  apresentaram  pouca 

resposta  ao  tratamento  foram  selecionadas  para  a  coleta  de  material  no  dia  da 

intervenção cirúrgica. A peça cirúrgica foi recebida pelo patologista que fez a análise 

macroscópica e no caso de doença residual extensa foi coletado o fragmento para o 

Biobanco. Parte desse fragmento coletado à fresco foi cedido para o presente projeto.  

O tecido contendo células tumorais da paciente foi levado ao Centro Nacional 

de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM)/Laboratório Nacional de Biociências 

(LNBio)  e  foi  processado  no  Laboratório  de  Vetores  Virais  (LVV).  Através  de 

dissociação  mecânica  com  uma  lâmina  de  bisturi,  o  tecido  foi  fragmentado  em 

pequenos  pedaços  e  colocado  em  poços  da  placa  de  24  well  (Greiner)  com  meio 

completo (CM – RPMI 1640 contendo 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de soro 

fetal  bovino,  1%  de  HEPES,  1%  de  piruvato  de  sódio,  1%  de  aminoácidos  não 

essenciais, 1% de glutamina e 50 μM de β ­mercaptoetanol).  

As células foram tratadas com 50ug/mL de G418 (Gibco) por aproximadamente 

3 semanas para eliminar possíveis  fibroblastos associados às células primárias do 

tumor. O meio foi trocado constantemente e aos poucos, substituído por DMEM com 

10% FBS, 1% Penicilina/Estreptomicina e 1% glutamina e as células foram repicadas 

conforme o crescimento. 

 

3.6  Transdução  dos  vetores  virais  para  estabelecimento  de  células 
imunomodulatórias  

 

Para  o  estabelecimento  das  linhagens,  foram  plaqueadas  em  placas  de  24 

poços,  5x104  células  primárias  provenientes  dos  tumores.  Após  24  horas,  foram 

transduzidas com os vetores virais contendo os imunomodulatores ou gene repórter 

com MOI (Multiplicity of infection) de 40 em meio D10 acrescido de 4µg/mL de sulfato 

de protamina por mais 24 horas. Como controle das transduções, foi utilizado a célula 

MDA­MB­231 (ATCC® HTB­26™), uma linhagem de câncer de mama triplo negativo 

proveniente  de  um  banco  de  células,  a  qual  foi  transduzida  em  MOI  10.  Também 

testamos a transdução dos imunomoduladores em outras linhagens tumorais que não 
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fossem  provenientes  de  câncer  de  mama  triplo  negativo,  como  a  HT1080 

(fibrossarcoma) e PC­3 (próstata), ambas transduzidas pelo mesmo processo.  

As  células  foram  subcultivadas  conforme  crescimento  e  a  expressão  dos 

transgenes  foi  verificada  por  citometria  de  fluxo  através  de  coloração  com  os 

respectivos anticorpos; anti­human 4­1BBL PE (BD Biosciences), anti­human OX­40L 

PE (BD Biosciences, clone ik­1) e anti­human GM­CSF PE (BD Biosciences), sendo 

que neste último,  foi necessário  um processo anterior de  fixação e permebilização 

celular  com  o  kit  Intracellular  Fixation  and  Permeabilization  Buffer  (eBioscience) 

seguindo  o  protocolo  do  fabricante,  visto  que  o  GM­CSF  possui  localização 

intracelular. 

 

3.7 Ensaio in vitro de citotoxicidade tumoral e o perfil das citocinas inflamatórias 
IL­2 e IFN­γ por ELISA 
 

  Testamos o efeito da imunomodulação dos linfócitos sobre as células tumorais 

através de PBMCs pré­ativados ou não e incubados por apenas 24 horas com células 

tumorais expressando os imunomoduladores (células vacinais). Para tanto, no dia 0, 

PBMCs isolados com Ficoll­Paque foram descongelados e colocados em dois poços 

da placa de 6 well, ambos com meio CM mas apenas um dos poços recebeu estímulo 

com 5µg/mL de anti­CD3 para pré ativar os linfócitos (Figura 13 A). Após 24 horas, 

5x105  células  vacinais  (célula  expressando  os  imunomoduladores;  OX­40L  ou  4­

1BBL) ou controle (célula parental ou mCherry) foram semeadas em placa de 6 poços 

com meio  CM  em duplicata  (Figura 13A) e,  uma  das  duplicatas  recebeu  cerca de 

3x106 PBMCs pré­ativados e a outra a mesma quantidade de PBMC sem estímulo 

(Figura 13 B).  

Afim  de  verificar  se  os  PBMCs  (ativado  ou  não)  foram  estimulados  com  as 

células vacinais ou controle, eles foram coletados do sobrenadante dos poços com as 

células  modificadas  após  as    24  horas  de  incubação  em  estufa.  Os  PBMCs 

provenientes de cada célula modificada foram contados separadamente com azul de 

tripan e plaqueados em ao menos quatro replicatas na placa de 96 well com a célula 

tumoral não modificada. A proporção utilizada foi de 5 partes de célula efetora (PBMC) 

para 1 parte de célula tumoral. Essa mistura foi incubada em meio CM por 72 horas à 

37°C  com  5%  de  CO2  (Figura  13  C)  e  então,  o  sobrenadante  foi  coletado  e 

armazenado a  ­20°C para posterior análise do perfil das citocinas  IL­2 e  IFN­γ por 
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ELISA  conforme  protocolo  do  fabricante  (Invitrogen),  enquanto  que  as  células 

presentes na placa foram imediatamente submetidas a ensaio de citotoxicidade por 

MTT, conforme protocolo do fabricante.  A absorbância foi medida no EnSpire 2300 

(Perkin Elmer) ou CLARIOStar (BMG Labtech) e todos os poços foram corrigidos pela 

subtração da média do branco (MTT + DMEM). A célula tumoral incubada com PBMC 

proveniente  de  célula  tumoral  não  modificada  (sem  imunomodulador  ou  gene 

repórter),  foi  utilizada como  normalizados  afim  de gerar  a porcentagem  de  células 

viáveis através do seguinte cálculo: 100 x (absorbância corrigida do poço de interesse 

÷  absorbância  corrigida  do  normalizador).  Posteriormente,  as  análises  estatísticas 

foram  realizadas  no  software  GraphPad  Prism  versão  5.0  com  One­way  Anova 

seguido pelo Teste de Múltipla Comparação de Tukey com gráficos contendo a média 

e desvio padrão para ensaios com PBMCs provenientes de voluntários saudáveis com 

p < 0.001 e p < 0.05 para pacientes com câncer de mama triplo negativo. 
 

 

Figura 13 – Fluxo de trabalho e desenho experimental do ensaio de citotoxicidade. Para 
desenvolver o teste de citotoxicidade, o ensaio foi dividido em quatro tempos. No dia 0, os 
PBMCs foram descongelados e, metade recebeu estímulo com 5ug de anti­CD3 e a outra 
metade  permaneceu  apenas  em  CM  (A).  Após  24  horas  (dia  1),  as  células  tumorais 
modificadas para expressar os  imunomoduladores  (OX­40L ou 4­1BBL) ou controle (célula 
parental ou FUMW) foram plaqueadas em duplicata com 5x105 células por poço da placa de 
6 well e então, a elas foi adicionado o PBMC (ativado ou não) (B). No dia 2, os PBMCs de 
cada vacina ou controle foram recolhidos do sobrenadante das células modificadas, contados 
e plaqueados separadamente numa placa de 96 well, numa proporção de 5 partes de PBMC 
previamente  coestimulado  para  1  parte  de  tumor  (célula  tumoral  não  modificada)  (C).  A 
mistura de célula efetora e tumoral foi incubada por 72 horas, seguido por ensaio de MTT para 
análise de viabilidade celular. A absorbância foi medida no EnSpire 2300 (Perkin Elmer) e no 
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CLARIOstar  (BMG Labtech) e as análises  foram  feitas no GraphPad Prism  (D). CM: Meio 
Completo (RPMI 1640 contendo 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de soro fetal bovino, 
1% de HEPES, 1% de piruvato de sódio, 1% de aminoácidos não essenciais, 1% de glutamina 
e 50 μM de β ­mercaptoetanol). Fonte: Autoria própria. 

 

4.  RESULTADOS 
 

4.1 Clonagem dos genes de  imunomoduladores a partir de PBMC estimulado 
com anticorpo anti­CD3 e anti­CD28 por 72 horas 

 

O primeiro passo para o estabelecimento de vacinas antitumorais consiste em 

construir vetores para expressão de imunomoduladores. Esses vetores podem então 

ser  utilizados  para  transfectar  células­alvo  que  irão  expressar  os  transgenes  de 

interesse. Para construção de nossos vetores, inicialmente foi necessário a obtenção 

de  cDNA  codificando  imunomoduladores.  Este  cDNA  foi  gerado  a  partir  de  RNA 

isolado de PBMCs humanos. O sangue de doador saudável foi coletado em tubo de 

heparina e o PBMC  foi separado por grandiente de Ficoll­Paque. A quantidade de 

células  presente  no  PBMC  é  variável  entre  indivíduos  mas  de  forma  geral,  é 

constituído de aproximadamente; 15% células B, 70% células T, 5% monócitos e 10% 

células NK (209). Durante 72 horas, as células  isoladas  ficaram  incubadas em CM 

com estímulo de 5μg/mL de anticorpo anti­CD3 e 5μg/mL anti­CD28. Esta estimulação 

é necessária para indução da expressão dos genes alvo. A Figura 17 demonstra que 
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o estímulo com o coquetel de anticorpos  anti­CD3 e anti­CD28 utilizado  funcionou 

para a expressão dos imunomoduladores de interesse.  

 

 

Figura  14  ­  Amplificação  das  moléculas  imunomodulatórias.    Eletroforese  em  gel  de 
agarose  1%  corado  com  brometo  de  etídeo  referente  a  amplificação  das  moléculas 
imunomodulatórias; GM­CSF (525bp), OX­40L (636bp) e 4­1BBL (775bp) a partir de PBMC 
coletado de doador saudável e estimulado por 72 horas com 5ug/mL de anticorpo anti­CD3 e 
5ug/mL anti­CD28 após posterior extração de RNA. 

 

4.2 Construção de vetores virais e titulação 
 

Uma  vez  obtido  o  cDNA  de  nossos  genes  imunomoduladores,  iniciamos  a 

construção de vetores virais recombinantes que possibilitam a transdução de células 

alvo. A figura 15 trás resultados das clonagens com OX­40L (linha 1, imagens A­C), a 

linha  2  de  4­1BBL  (imagens  D­F)  e  a  linha  3  do  GM­CSF  (imagens  G­I).  Após 

amplificaçao (Figura 14), os  imunomoduladores, OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF foram 

subclonados no vetor pGEM T­Easy e as colônias resultantes foram processadas por 

miniprep caseira e digeridas com enzimas de restrição que liberassem o inserto do 

vetor. A seta da figura 15,  imagem A; D e G, demonstram os clones positivos para 

OX­40L  (digerido  com  BamHI),  4­1BBL  e  GM­CSF  (ambos  digeridos  com  EcoRI), 

respectivamente. Em seguida, os  imunomoduladores  foram  recuperados do pGEM 

através de enzimas de restrição inseridas nos primers de amplificação dos alvos ou 

através de enzimas presentes no sítio de múltipla clonagem do vetor, purificados do 

gel de agarose (Figura 15; B, E e H) e por fim, os insertos recuperados foram ligados 

ao  vetor  lentiviral  final  previamente  digerido  com  as  mesmas  enzimas  do 

imunomodulador correspondente (Figura 16). A ligação foi transformada em bactéria 
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DH5α e os clones resultantes foram processados por miniprep caseira, digeridos com 

enzima de restrição para que liberassem o inserto (Figura 15, C, F e I) e então foram 

sequenciados.  Um  clone  positivo  de  cada  imunomodulador  foi  escolhido  para  a 

produção lentiviral. 

 

 

Figura 15 ­ Etapas de clonagem dos imunomoduladores. As linhas 1, 2 e 3 representam 
etapas  das  clonagens  com  os  imunomoduladores  OX­40L,  4­1BBL  e  GM­CSF, 
respectivamente. Os imunomoduladores foram obtidos a partir de extração de RNA de PBMC 
previamente estimulados com 5ug/mL dos anticorpos anti­CD3 e anti­CD28, os quais foram 
amplificados por PCR e subclonados no vetor comercial pGEM­T Easy conforme protocolo do 
fabricante. O produto da ligação entre vetor e inserto, foi transformado em bactéria DH5α e 
as colônias resultantes foram processadas por miniprep caseira, digeridas com enzimas de 
restrição que liberassem o inserto e confirmadas por sequenciamento NGS. As setas pretas 
das imagens A, D e G demonstram os clones positivos no vetor pGEM em gel de agarose 1% 
corado com brometo de etídeo das minipreps digeridas com enzima BamHI para OX­40L e 
EcoRI  para  4­1BBL  e  GM­CSF  respectivamente.  Em  seguida,  o  imunomodulador  foi 
recuperado do vetor comercial através de digestão com a mesma enzima de restição utilizada 
no screening de colônia e purificação do gel  de agarose. Após a purificação,  o  inserto  foi 
submetido a gel de agarose de confirmação (imagens B, E e H). Por último, o inserto purificado 
foi  ligado no vetor  lentiviral  FUW previamente digerido  com a mesma enzima de  restrição 
(BamHI para OX­40L e EcoRI para 4­1BBL e GM­CSF), transformado em bactéria DH5α e as 
colônias  foram  investigadas por miniprep caseira seguida pelo sequenciamento dos clones 
positivos encontrados após digestão com enzima de restrição (setas pretas das imagens C; F 
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e  I).  Após  confirmação  por  sequenciamento,  foi  escolhido  um  clone  positivo  para  cada 
imunomodulador, o qual foi expandido por midiprep (MN) para posterior produção viral. 

 

 

Figura 16 ­ Vetor lentiviral FUW linearizado e purificado. Para a clonagem do vetor lentiviral 
contendo os imunomoduladores OX­40L, 4­1BBL e GM­CSF, 30µg do vetor FUW (Addgene) 
de 9.221bp foi digerido por 2 horas a 37ºC com a enzima BamHI e em paralelo, outros 30ug 
foi digerido através do mesmo processo com a enzima EcoRI. Em seguida, para prevenir a 
religação do vetor, eles foram tratados com CIP e aplicados em gel de agarose 1%, 100 V por 
40  minutos.  A  banda  do  vetor  linearizado  foi  recuperada  do  gel  após  exposição  em 
transiluminador e purificada com QIAquick Gel Extraction Kit.  Para  confirmar a digestão e 
purificação dos vetores, foi realizado um gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo 
dos  vetores  digeridos  e  purificados.  Em  A,  vetor  lentiviral  FUW  digerido  com  BamHI  para 
clonagem do OX­40L e em B, vetor lentiviral FUW digerido com enzima EcoRI para clonagem 
do 4­1BBL e GM­CSF. 

 

  Diferentemente das etapas de clonagem dos imunomoduladores, para inserir o 

gene repórter mCherry no vetor lentiviral FUW e obter o FUMW, foi preciso linearizar 

o vetor com a enzima XbaI, enquanto que o  inserto mCherry; o qual foi retirado do 

vetor comercial pLV­mCherry, foi digerido com as enzimas Xba­I e Sal­I HF. Devido a 

incompatibilidade  das  diferentes  enzimas  utilizadas,  vetor  e  inserto  foram  tratados 

para o preenchimento das extremidades 5` e 3` (Fill in) aplicados em gel de agarose, 

cortado do gel e purificado. Um gel de agarose foi realizado para a confirmação da 

linearização de 9.2kb do FUW (Figura 17, imagem A1) e da obtenção do mCherry com 

711bp  (Figura  17,  imagem  A2).  Em  seguida,  vetor  e  inserto  foram  ligados, 

transformados em bactéria e as colônias foram processadas por miniprep caseira ou 

PCR  de  colônia  utilizando  primers  do  vetor  em  que  se  o  inserto  não  estivesse 

presente, obteríamos apenas uma banda de 522 pares de base (bp) e, caso houvesse 

inserto, obteríamos um fragmento maior com 1.233bp, conforme apontado pela seta 

preta na figura 17, B. 
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Figura 17 ­ Clonagem do vetor lentiviral FUMW. Para clonar o gene repórter mCherry no 
vetor lentiviral FUW, o inserto foi retirado do vetor comercial pLV­mCherry (Addgene #36084) 
com as enzimas de restrição Xba­I e Sal­I HF, enquanto que o vetor FUW foi digerido com 
XbaI. Devido as diferenças entre as enzimas utilizadas, para que a ligação entre eles fosse 
possível, ambos tiveram suas extremidades 5` e 3` preenchidas por um processo chamado 
Fill in. Posteriormente, eles foram aplicados em gel de agarose com uma corrente de 100 V 
por 40 minutos, purificados com kit de extração de gel e, um gel de agarose 1% corado com 
brometo de etídeo foi realizado para verificar uma banda linearizada e purificada de 9.2kb do 
vetor    FUW  (A1)  e  a  obtenção  de  711  pares  de  base  do  inserto  mCherry  recuperado  e 
purificado (A2). Em seguida, o FUW e o mCherry foram ligados, transformados em bactéria 
DH5α e as colônias resultantes foram processadas por PCR de colônia com primers para 
amplificação do vetor em que se o inserto não estivesse presente, a banda resultante seria 
de 522 bp e, caso contrário, o fragmento seria maior, com 1.233bp representando a ligação 
com o mCherry, conforme apontado pela seta preta em B.  

 

  Tais plasmídeos puderam ser utilizados para a produção de vetores lentivirais. 

Nossos vetores virais  recombinantes são defectivos e carecem de  informações de 

replicação  (210),  desta  forma,  o  vírus  defectivo  codificará  apenas  um  cassete  de 

expressão contendo o gene de interesse a comando de um promotor constitutivo que 

se integrará ao genoma da célula hospedeira, podendo se propagar para células filhas 

em caso de divisão celular.  

Para produção de partículas lentivirais carreando os genes de interesse (OX­

40L, 4­1BBL, GM­CSF e mCherry), plasmídeos virais foram transfectados em células 

empacotadoras HEK293T. Após coletar o sobrenadante contendo as partículas virais, 

verificamos através de citometria de fluxo que as células produtoras expressavam os 

plasmídeos  de  interesse  após  transfecção,  demonstrando  a  correta  clonagem  dos 

transgenes (Figura 18). 
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Figura 18 ­ Histograma de HEK293T transfectada com vetores lentivirais. Citometria de 
fluxo de células HEK293T transfectada pelo método de  fosfato de cálcio para produção de 
vetor  lentiviral  carreando  os  imunomoduladores  (OX­40L;  GM­CSF  e  4­1BBL)  ou  o  gene 
repórter  mCherry.  Após  transfecção  e  coleta  dos  vetores  virais,  as  células  produtoras  do 
FUMW foram coletadas com PBS 1X, enquanto que as células produtoras dos vírus carreando 
os  imunomoduladores foram coradas com os respectivos anticorpos e depois,  todas  foram 
adquiridas no citômetro de fluxo no canal de PerCP para o mCherry (vírus FUMW – A) e no 
canal  do  PE  para  os  imunomoduladores  4­1BBL  (B),  OX­40L  (C)  e  GM­CSF  (D).    Nos 
histogramas, o pico vermelho é o controle biológico, ou seja, a célula parental (sem expressão 
do imunomodulador ou gene repórter) corada com o anticorpo de interesse e o pico em verde, 
são  as  células  produtoras  dos  genes  alvos  coradas  com  o  anticorpo  e,  no  caso  do  vetor 
FUMW; a  fluorescência do próprio gene repórter. O deslocamento à direita das curvas em 
verde  em  relação  à  vermelha  (controle  negativo),  representa  a  intensidade  capturada  dos 
transgenes analisados e portanto, o sucesso de transfecção do vetor alvo. 

 

Da mesma maneira, células HEK293T foram transduzidas conforme descrito 

no  item  3.4  do  presente  projeto  para  determinar  o  título  da  produção  viral  e  para 

posterior estabelecimento das linhagens celulares. Construimos um total de 4 vetores 

plasmidias e os respectivos mapas estão apresentados nos apêndices de 1 a 4. 

 

4.3  Transdução  dos  vetores  virais  para  estabelecimento  de  linhagens 
imunomodulatórias 
 

Obtivemos  seis  pacientes  com  câncer  de  mama  triplo  negativo  após 

quimioterapia neoadjuvante que entraram no presente estudo e destas,  foi possível 

coletar amostra de biópsia de apenas cinco. Todos os fragmentos foram coletados em 

ambiente  não  estéril  e  apresentavam  alta  composição  de  tecido  necrosado  em 

diferentes intensidades. Conforme demonstrado no quadro 5, a técnica de remoção 

do tecido na rotina cirúrgica, bem como o processo de biópsia na análise patológica e 
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a condição de necrose do tecido removido dificultam a obtenção de células primárias 

livres de contaminantes, como  fungos e bactérias. Sob  tais condições,  foi possível 

obter células cultiváveis apenas da primeira paciente, enquanto que as células das 

pacientes 3, 5 e 6, embora houvessem aderido à placa de cultivo, foram contaminadas 

por fungo ou bactéria. De todos os 5 tecidos coletados, o único a não prosperar foi o 

da paciente 2. 

É possível notar ainda no quadro 5 que além do tecido tumoral também foram 

coletados  os  PBMCs  da  maioria  das  pacientes  que  participaram  deste  estudo. 

Contudo, a obtenção de um número satisfatório  deste  tipo celular  para o presente 

estudo foi de relativa complexidade. Devido ao tratamento a qual são submetidas em 

decorrência de seu tumor, as veias das pacientes se tornam mais finas e, embora o 

sangue  tenha  sido  coletado  por  enfermeiras  da  área  oncológica,  a  quantidade  de 

sangue  retirada e PBMC obtido  foi  suficiente para um único ensaio e,  no caso da 

paciente 6, insuficiente. 

 
Quadro  5  ­  Seis  pacientes  com  câncer  de  mama  triplo  negativo  após  quimioterapia 
neoadjuvante  entraram  no  estudo.  Coletado  em  ambiente  não  estéril,  foi  possível  obter 
fragmento proveniente da biópsia de apenas cinco pacientes, pois uma não apresentava mais 
tumor. Os cinco fragmentos apresentavam pontos de necrose e fibrose em diferentes níveis 
e  um  deles  (paciente  #6)  obteve  diagnóstico  inconclusivo.  Todos  os  tecidos  foram 
processados por dissociação mecânica afim de isolar as células tumorais e modificá­las para 
gerar  vacinas.  Apenas  o  tecido  da  primeira  paciente  foi  cultivado  com  sucesso  e  sem 
contaminações. 

 
 

Para gerar as vacinas antitumorais, células imortalizadas de câncer de mama 

triplo  negativo  MDA­MB­231  foram  utilizadas  como  controle  de  transdução  dos 

transgenes de interesse. Após transdução, a expressão do transgene foi testada via 

citometria de  fluxo. Foi possível estabelecer  linhagens MDA expressando  todos os 

imunomoduladores  e  gene  repórter  de  interesse  (Figura  19).  O  mesmo  teste  foi 
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realizado com células de fibrossarcoma HT1080 e células de câncer de próstata PC­

3. 

 

 

Figura 19 ­ Transdução de células MDA­MB­231, HT1080 e PC­3 com vetores lentivirais. 
As linhagens de célula foram transduzidas com pelos vetores lentivirais FUMW (A), FUW OX­
40L (B), FUW GM­CSF (C) e FUW 4­1BBL (D). As curvas em vermelho representam o controle 
negativo; células parentais, no caso do item A e, para os demais, células parentais coradas 
com os respectivos anticorpos. As curvas em verde representam as células transduzidas com 
os genes de interesse e seu deslocamento à direita representa a intensidade de fluorescência 
da expressão do vetor alvo. 

 

A  mesma  metodologia  de  transdução  foi  aplicada  às  células  primárias 

provenientes de amostra da biópsia da paciente #1, entretanto, foram transduzidas 40 

partículas  virais  por  célula  com  4μg/mL de sulfato  de  protamina  em  meio  D10. 

Conforme  demonstrado  na  figura  20,  foram  geradas  apenas  três  linhagens  com  o 

tumor  da  paciente  #1,  sendo  elas,  OX­40L,  4­1BBL  e  FUMW.  Não  foi  possível 

estabelecer  a  linhagem  contendo  o  GM­CSF,  uma  vez  que  as  células  tumorais 

primárias  morriam  após  48  a  72  horas  da  transdução  com  o  vírus  contendo  este 

imunomodulador. 
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Figura  20  ­  Estabelecimento  de  linhagens  a partir  de  célula  primária  da  paciente  #1.  
Histograma  de  célula  primária  proveniente  de  câncer  de  mama  triplo  negativo  humano 
transduzidas com lentivírus recombinante em MOI 40 com FUMW (A), FUW hOX­40L (B) e 
FUW h4­1BBL (C). Curvas em vermelho são células parentais e curva em verde são células 
coradas  com  anticorpos  expressando  transgenes.  Nos  gráficos  B  e  C  foram  utilizados 
anticorpos marcados com fluoróforo PE.   

 

4.4.1  Vacinas  imunomodulatórias  induzem  resposta  antitumoral  mediada  por 
linfócitos de indivíduos saudáveis  
 

  A célula  tumoral da paciente 1  foi modificada, como descrito acima, afim de 

gerar as  linhagens vacinais. Para  testar a  capacidade das vacinas em estimular a 

resposta antitumoral via linfócitos T, foram realizados ensaios in vitro com as células 

tumorais da paciente #1 em conjunto com PBMCs pré ativados de doadores saudáveis 

ou das pacientes com câncer de mama triplo negativo ­ foram utilizados os PBMCs de 

todas as pacientes com tumor, mesmo daquelas que não conseguimos isolar e cultivar 

as células tumorais (paciente #3 e #5) (Figura 21 A). 

Os ensaios utilizando PBMCs de voluntários saudáveis ou das pacientes sem 

pré  ativação  não  funcionaram  (dados  não mostrados),  por outro  lado,  ao utilizar  o 
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anticorpo anti­CD3 para tal finalidade, pudemos notar na figura 21 B que as células 

vacinais  expressando  os  imunomoduladores  conseguem  elevar  a  resposta 

antitumoral através da coestimulação de linfócitos T. A média das replicatas em três 

experimentos  independentes  (Figura  21  B1  a  B3)  demonstraram  reduçãoda 

viabilidade das células tumorais incubadas com PBMCs pré­ativados estimulados com 

as vacinas reduziram , resultando em diferença estatística com p < 0.001 das células 

controle (tumoral não modificada ou modificada para expressão de gene repórter não 

coestimulador). As vacinas de OX­40L e a mistura mostraram maior imunomodulação 

do que apenas a vacina com 4­1BBL. 

 

 

Figura  21  ­  Ensaio  de  Ccoestimulação  de  PBMC  pré­ativado  de  voluntário  saudável 
mediada  por  célula  tumoral  modificada  para  expressão  de  OX­40L  e/ou  4­1BBL.  Na 
imagem  A,  uma  linha  do  tempo  ilustra  o  ensaio  realizado  em  que    células  tumorais  de 
pacientes portadores de câncer de mama  triplo negativo  após quimioterapia neoadjuvante 
foram  coletadas,  isoladas  e  modificadas  para  expressarem  moléculas  coestimuladoras  de 
células  T;  OX­40L,  4­1BBL  ou  ambas.  Este  ensaio,  consiste  em  pré­ativar  PBMCs  de 
voluntários saudáveis com 5μg do anticorpo anti­CD3 por 24 horas e em seguida, incubá­los 
por mais 24 horas com as respectivas vacinas. Tais PBMCs foram recuperados e cultivados 
em  conjunto  com  as  células  tumorais  não  modificadas  numa  proporção  de  5:1, 
respectivamente, durante 72 horas até posterior ensaio de MTT. A absorbância foi medida no 
Enspire e as análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism versão 5.0 pelo Teste 
de Múltipla Comparação de Tukey.  B. Três ensaios independentes (B1 à B3) foram realizados 
e  o  mesmo  perfil  de  coestimulação  foi  observado;  todas  as  células  vacinais  testadas 
coestimularam os PBMCs, elevaram a resposta antitumoral e reduziram significativamente a 
viabilidade das células tumorais quando comparado com uma célula tumoral não modificada 
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ou modificada para expressar apenas um gene repórter (não imunomodulador). Análise pelo 
Teste de Comparação Múltipla de Tukey com média e desvio padrão e significância estatística 
de p < 0.001. PBMC: Células mononucleares de sangue periférico. 

 

4.4.2  Vacinas  imunomodulatórias  induzem  resposta  antitumoral  mediada  por 
linfócitos de indivíduos com TNBC 
   

O mesmo ensaio descrito acima foi realizado com o PBMC das pacientes #1, 

#3 e #5 conforme gráficos da figura 22. A paciente 1 (Figura 22, A) apresentou redução 

significativa com p < 0.05 quando seus PBMCs foram expostos com a vacina contendo 

a mistura entre OX­40L e 4­1BBL, reduzindo a viabilidade das células tumorais em 

aproximadamente  30%.  O  PBMC  da  paciente  #3  (Figura  22,  B)  respondeu 

significativamente com as vacinas de 4­1BBL e também com a mistura, apresentando 

redução  de  23,5%  e  34,5%  das  células  tumorais  respectivamente.  Por  outro  lado, 

foram  observados  resultados  promissores  com  todos  os  modelos  vacinais  com  as 

células do sangue periférico da paciente #5, com redução da viabilidade das células 

tumorais em 36,3% quando estimulada por OX­40L, 31,4% com 4­1BBL e 43,5% com 

a mistura (Figura 22, C).    

 

 

 

Figura 22 ­ Imunomoduladores OX­40L e 4­1BBL potencializam resposta antitumoral em 
pacientes com câncer de mama triplo negativo. Três pacientes com câncer de mama triplo 
negativo  tiveram  suas  células  mononucleares  do  sangue  periférico  (PBMC)  coletadas  e 
isoladas  através  de  gradiente  de  densidade  com  Ficoll­Paque  após  quimioterapia 
neoadjuvante. Tais PBMCs foram pré­ativados com 5μg do anticorpo anti­CD3 por 24 horas 
e  depois  expostos  a  células  tumorais  não  modificadas  (controle)  e  modificadas  para 
expressarem o gene repórter mCherry (FUMW) e as moléculas coestimuladoras OX­40L e 4­
1BBL. Posteriormente, os PBMCs coestimulados foram recuperados e incubados com células 
tumorais primárias não modificadas da paciente #1 e após 72 horas, foi realizado o ensaio de 
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MTT  afim  de  analisar  a  capacidade  das  células  vacinais  em  imunomodular  linfócitos  T  e 
potencializar  a  resposta  antitumoral.  A  viabilidade  das  células  tumorais  foi  medida  pela 
absorbância no CLARIOStar e as análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism 
pelo método do One­Way Anova, seguido pelo Teste de múltipla comparação de Tukey com 
gráficos contendo média e desvio padrão. Apenas a vacina contendo a mistura de OX­40L e 
4­1BBL  coestimulou  significativamente  o  PBMC  da  paciente  #1  (A),  enquanto  que  com  a 
paciente #3, além da mistura, esse benefício também foi observado com a vacina contendo 
4­1BBL (B). A paciente #5 obteve os resultados mais promissores, com aumento da resposta 
antitumoral em decorrencia da coestimulação mediada pelas três vacinas testadas, sobretudo 
com a mistura (C). Gráfico de experimentos indivuais realizados em quadruplicata com p < 
0.05.  

 

4.4.3  Estudo  da  produção  de  citocinas  nos  ensaios  imunomodulatórios  com 
PBMC de indivíduos sadios e de pacientes com TNBC   
 

  As citocinas desempenham um importante papel na comunicação celular e sua 

secreção desencadeia uma cascata de sinalizações que podem estimular as células 

efetoras do sistema imune, como no caso das citocinas inflamatórias IL­2 e IFN­γ. A 

fim de compreender como nossas vacinas atuam na resposta mediada por células T, 

selecionamos algumas das condições apresentadas acima para análise do perfil de 

expressão  das  citocinas  IL­2  e  IFN­γ no  sobrenadante  resultante  do  ensaio  de 

viabilidade de doador saudável e das pacientes #1 e #3 através de ELISA. Conforme 

ilustrado pela figura 23, o PBMC de voluntário saudável demonstrou elevada redução 

das células tumorais com os três tratamentos vacinais testados, assim como níveis de 

IFN­γ significativamente elevados para todas elas, entretanto, no caso da citocina IL­

2, apenas a combinação vacinal de OX­40L com 4­1BBL foi estatisticamente relevante 

(Figura 23 A). 

  O ELISA também foi realizado com o PBMC da paciente #1, a qual expressou 

atividade antitumoral apenas com a mistura vacinal, acompanhada por níveis mais 

elevados de IL­2 e IFN­γ para o mesmo tratamento. Embora sem resultado estatístico 

significativo com as outras vacinas testadas, concentrações elevadas de IL­2 também 

foram encontradas para a vacina com 4­1BBL e, os três tratamentos resultaram em 

IFN­γ superior ao controle não vacinal (Figura 23 B). Por outro lado, embora a paciente 

#3  tenha  apresentado  resposta  com  os  três  tratamentos  vacinais,  não  foram 

visualizados  níveis  elevados  de  IL­2  para  nenhum  deles,  enquanto  que  as 

concentrações  de  IFN­γ  foram  proeminentes  em  todas  as  condições  vacinais, 

sobretudo para a combinação e também com 4­1BBL (Figura 23 C).  
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Figura 23 ­ Atividade antitumoral versus perfil de citocinas inflamatórias IL­2 e IFN­γ. O 
sobrenadante proveniente da incubação de PBMCs expostos as células vacinais ou controle 
e incubados com as células tumorais foi coletado e através de ELISA, foi realizado o perfil de 
expressão das citocinas inflamatórias IL­2 e IFN­γ com as células de três indivíduos distintos. 
A.  O  PBMC  de  doador  saudável  foi  eficientemente  coestimulado  com  todos  os  modelos 
vacinais  testados  (OX­40L; 4­1BBL e OX­40L + 4­1BBL) e seu perfil de  IFN­γ também foi 
elevado para os três, contudo, apenas a combinação vacinal demonstrou níveis significativos 
de IL­2. B. A paciente #1 apresentou boa resposta antitumoral com a mistura de OX­40L + 4­
1BBL  e  níveis  elevados  de  IL­2  para  4­1BBL  e  dupla  mas  os  aumentos  de  IFN­γ  foram 
significativos em todos os  tratamentos. C. O perfil encontrado com a paciente #3  foi muito 
semelhante ao do voluntário saudável; todas as vacinas apresentaram redução significativa 
das células tumorais com elevadas concentrações de IFN­γ em todas elas, porém, os níveis 
de IL­2 foram baixos em todas as situações testadas. As análises estatísticas dos gráficos de 
viabilidade  foram  feitas  pelo  método  do  One­Way  Anova,  seguido  pelo  Teste  de  múltipla 
comparação  de  Tukey  com  média  e  desvio  padrão  das  replicatas  com  p  <  0.001  para 
voluntários saudáveis (A) e p <0.05 para portadores de TNBC (B e C), assim como todos os 
gráficos de dosagem de citocinas para IL­2 e IFN­γ.    
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5.  DISCUSSÃO 
 

Este  trabalho  iniciou  com  a  construção  de  vetores  plasmidiais  codificando 

imunomoduladores. Efetuamos a amplificação de genes humanos a partir de células 

primárias  e  obtivemos  sucesso  nas  clonagens,  conforme  relatamos  em  nossos 

resultados. Os plasmídios codificando transgenes foram utilizados para geração de 

partículas virais recombinantes. Essas preparações foram tituladas e caracterizadas 

quanto a expressão dos  transgenes humanos em cultura de células MDA­MB­231, 

HT1080 e PC­3, demonstrando sucesso das construções.  

Por meio de colaboração com uma equipe do CAISM Unicamp, coordenada 

pela prof. Dra. Sophie Derchain, obtivemos acesso a uma amostra de biopsia de tecido 

tumoral,  com a qual pudemos estabelecer uma  linhagem TNBC. O  isolamento das 

células primárias foi efetuado através de dissociação mecânica, a qual se estabilizou 

após 2 meses, originando a linhagem CAISM #1. Esta linhagem pôde ser transduzida 

com vetores lentivirais para a expressão do gene repórter mCherry e das moléculas 

imunomodulatórias  OX­40L  e  4­1BBL,  mas  não  com  GM­CSF,  já  que  as  células 

morriam durante a transdução com esta condição. Ainda não temos respostas para 

esta observação, uma vez que outras linhagens foram eficientemente geradas com o 

vetor FUW GM­CSF. Consideramos interessante efetuar ensaios de  espectrometria 

de  massas  utilizando  células  primárias  parentais  e  células  transduzidas  para 

ampliarmos nossa compreensão.  

Uma vez que obtivemos linhagens tumorais primárias transduzidas com vetores 

de  4­1BBL  e  OX­40L,  efetuamos  ensaios  de  imunomodulação  in  vitro,  utilizando 

PBMCs de doadores saudáveis e de pacientes portadoras do câncer de mama triplo 

negativo. Nossos dados demonstram que as vacinas testadas como monoterapia, ou 

seja,  apenas  OX­40L  ou  4­1BBL  podem  potencializar  a  resposta  antitumoral  em 

voluntários saudáveis e em duas das três pacientes testadas (paciente #3 e #5), sendo 

que observamos um padrão de resposta ainda mais exacerbada quando utilizamos a 

combinação vacinal entre OX­40L e 4­1BBL em  todos os  indivíduos  testados. Nos 

ensaios in vitro, incubamos as linhagens vacinais com PBMCs e coletamos também o 

sobrenadante da cultura para análise de citocinas. Efetuamos ensaios de ELISA para 

medir as citocinas IL­2 e IFN­γ, que tem grande importância na atividade antitumoral 

mediada  por  linfócitos  T  (211)  .  Os  resultados  observados  nos  ensaios  de  ELISA 
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complementam as informações dos ensaios in vitro, em que medimos a viabilidade de 

células tumorais incubadas com PBMCs ativados por vacinas antitumorais. 

Em  nossos  resultados,  observamos  vantagens  de  combinar  os 

imunomoduladores OX­40L e 4­1BBL, em comparação à monoterapias. Isto corrobora 

resultados anteriormente observados por nosso grupo com vacinas antitumorais em 

modelos  animais  (207).  A  associaçao  dos  imunomoduladores  traz  a  vantagem  de 

atuar em duas linhas diferentes de coestimulação, pois a interação entre a molécula 

de OX­40 com seu  ligante desencadeia a expressão de proteínas anti apoptóticas, 

como Bcl­2 e Bcl­xL, prolongando a sobrevivência  celular e,  essa  relação  também 

desencadeia  a  liberação  de  citocinas  pró  inflamatórias,  como  IL­2  e  IFN­γ, 

estimulando a sobrevivência e proliferação, principalmente de  linfócitos T CD4+ de 

perfil Th1, induzindo resposta imune mediada por células T CD4, T CD8 e macrófagos, 

por exemplo (90, 212).  A ligação 4­1BB/4­1BBL também promove imunidade mediada 

por células através da secreção de citocinas de perfil Th1, como IFN­γ, IL­2 e TNF­α, 

bem  como  estímulo  à  células  T  CD4+  mas,  principalmente  em  células  T  CD8  de 

memória e com capacidade efetora, viabilizando a morte celular por apoptose através 

da liberação de granzimas e perforinas (76, 213). 

Em  nossos  experimentos  in  vitro,  observamos  que  utilizando  PBMCs  de 

voluntários sadios, 66.66% dos ensaios demonstraram resultados mais promissores 

com as vacinas de OX­40L em monoterapia ou quando associado à 4­1BBL,  sem 

diferenças estatístas significativas entre elas e nos outros 33.33%, todas as vacinas 

foram igualmente relevantes (Figura 21). Ao utilizarmos PBMCs isolados de pacientes 

com  TNBC,  observamos  um  aumento  nos  níveis  de  citocinas  correspondente  ao 

fortalecimento da resposta imune antitumoral indicado pela citotoxicidade antitumoral 

mediada  pelos  PBMCs  pré­ativados  com  vacinas  antitumorais.  Uma  observação 

interessante foi obtida com os PBMCs da paciente #1, para medida de IL­2, que foi 

bem acima do nível observado com PBMCs de outros doadores. A  paciente #1 doou 

o PBMC#1 e também as células para o estabelecimento da linhagem tumoral CAISM 

#1 utilizada em todos os ensaios in vitro. Esse nível aumentado de IL­2 pode refletir a 

pré­exposição aos antígenos tumorais, que no entanto não é suficiente para modular 

a  resposta  antitumoral.  Dessa  forma,  ao  administrarmos  as  vacinas,  é  possível 

verificar o aumento no IFN­γ e indução de resposta antitumoral in vitro (Figura 23 B). 

Essa observação é muito relevante no ponto de vista de uma perspectiva terapêutica, 

em que a vacina antitumoral imunomodulatória potencializa a resposta antitumoral em 
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PBMC de paciente TNBC.A paciente #3 também apresentou níveis significativos de 

IFN­γ no sobrenadante de PBMCs estimulados, contudo, ela obteve ótimos resultados 

em todas as condições, sendo a vacina com 4­1BBL a mais responsiva das 3 (Figura 

23 C), enquanto que o PBMC da paciente #5 foi responsivo equitativamente em todas 

as condições (Figura 22 C). É interessante lembrar que as pacientes #3 e #5 podem 

ter apresentado melhores  respostas devido a  incompatibilidade de suas moléculas 

MHC com as células  tumorais CAISM #1, uma vez que PBMCs e células  tumorais 

provêm  de  induivíduos  diferentes,  potencializando­se  a  resposta  imunológica 

observada. Durante a maturação no timo, os genes dos receptores de células T (TCR) 

dos linfócitos T são rearranjados aleatoriamente, gerando populações celulares com 

um  TCR  único  e  de  alta  específicidade  tornando­os  responsivos  aos  antígenos 

apresentados via moléculas MHC (214).  

Observamos  em  nossos  ensaios  que  os  PBMCs  de  pessoas  saudáveis 

parecem ser mais responsivos a imunoterapia testada do que as células provenientes 

das pacientes TNBC. Além da quimioterapia neoadjuvante, as pacientes podem ter 

passado  por  outros  procedimentos  terapêuticos  desconhecidos  por  nós  e  que 

poderiam atuar em maior  imunossupressão e consequente diminuição da  resposta 

contra o tumor. É válido ressaltar que embora os dados estatísticos demonstrem que 

todas as vacinas utilizadas conseguiram elevar a atividade antitumoral em PBMCs de 

voluntários  sadios  e  de  mulheres  com  câncer  de  mama  triplo  negativo  após 

quimioterapia neoadjuvante, é perceptível a diferença da resposta entre esses dois 

grupos  testados.  Neste  sentido,  achamos  muito  interessante  explorar  aspectos 

associados a anergia de células T, com caracterização fenotípica de nossos PBMCs, 

ensaios  in  vitro  para  outras  estratégias  com  alvo  no  fortalecimento  de  células 

linfocitárias, como a utilização de células T CAR (215, 216), que também poderia ser 

apresentada  como  possibilidade  terapêutica,  em  combinação  às  nossas  vacinas 

antitumorais, com alvo de potencializar ainda mais a resposta imune antitumoral.   
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6.  CONCLUSÃO 
 

Os dados obtidos no presente projeto demonstram que vacinas antitumorais 

provenientes de células primárias de câncer de mama triplo negativo modificadas para 

expressarem  os  imunomoduladores  de  OX­40L  e/ou  4­1BBL  são  capazes  de 

aumentar  a  atividade  antitumoral  in  vitro    em  PBMCs  pré  ativados  de  voluntários 

saudáveis  e  também  de  PBMCs  isolados  de  pacientes  com  TNBC  recidivo  após 

quimioterapia neoadjuvante. Foi consistente a observação que em todos os indivíduos 

testados,  a  combinação  vacinal  de  4­1BBL  com  OX­40L  induziu  estimulação 

antitumoral,  de  forma  mais  acentuada  que  em  condições  de  monoterapia.  Esses 

resultados sugerem que a  tecnologia de vacinas antitumorais, contendo elementos 

coestimulatórios, apresenta potencial para o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas para o tratamento de TNBC. 
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8.  APÊNDICES 
 

8.1: Mapa do vetor lentiviral FUMW. 
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8.2: Mapa do vetor lentiviral FUW OX­40L. 
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8.3: Mapa do vetor lentiviral FUW GM­CSF. 
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8.4: Mapa do vetor lentiviral FUW 4­1BBL. 
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9.  ANEXOS 
 

9.1 Parecer aprovado do CEP 
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