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RESUMO

Vesiculas extracelulares de células tumorais tém potencial para serem usadas como
vacinas contra o cancer, pois possuem grande numero de antigenos tumorais que
podem desencadear resposta imune do hospedeiro. Resultados anteriores do grupo
mostraram que vesiculas extracelulares (VEs) liberadas por células de
adenocarcinoma mamario 4T1 (4T1-VEs) influenciaram o perfil fenotipico de
macrofagos RAW 264.3 em modelo in vitro, entretanto seus efeitos em modelo
biol6gico in vivo ndo foram avaliados. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
investigar o possivel efeito terapéutico das 4T1-VEs em camundongos com tumores
de mama. Para isto, coletas de sobrenadantes de cultura de células 4T1 nos tempos
de 2, 4, 6, 8, 20, 24 e 48 horas foram realizadas para sele¢édo do tempo com maior
concentracdo de particulas, com tamanhos semelhantes as vesiculas extracelulares
pequenas (<100 nm). Em seguida, camundongos BALB/c foram primeiramente
inoculados via subcutanea com células 4T1 e ap0s sete e quatorze dias, 4 ug de VEs
liberadas por células 4T1 apos 20 h de cultura (4T1-VES), na presenca ou auséncia
de suspensédo de Propionibacterium acnes (P. acnes), foram inoculadas por via
intraperitoneal (i.p). Sete dias apos segunda dose do tratamento, animais foram
eutanasiados para analises histopatolégicas do tumor, linfonodos, baco e pulmdes,
além de quantificacao de citocinas e linfoproliferacdo. Avaliacdo do estado geral dos
animais, medi¢des do tamanho tumoral e peso foram também realizados durante todo
o periodo de experimentacdo. Resultados obtidos no presente trabalho e
apresentados em formato de artigo que sera submetido ao periédico Immunobiology,
demonstraram que animais tratados com 4 ug de 4T1-VEs + P.acnhes apresentaram
diminuicdo do volume tumoral, além de apresentar menor namero das divisdes
celulares das células tumorais. Em conjunto, os dados aqui apresentados evidenciam
pela primeira vez, o potencial de VEs liberadas por células tumorais para o
desenvolvimento de vacinas com fins terapéuticos para canceres agressivos como o

cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, células 4T1, vacina terapéutica, imunologia

tumoral.



ABSTRACT

Extracellular vesicles of cancer cells have the potential to be used as vaccines against
cancer because they have a large number of tumor antigens which can trigger the
host's immune response. Previous results from the group showed that extracellular
vesicles (EVs) released by 4T1 breast adenocarcinoma cells (4T1-EVs) influenced the
phenotypic profile of RAW 264.3 macrophages in an in vitro model, however their
effects in an in vivo biological model were not evaluated. Thus, the objective of the
present work was to investigate the possible therapeutic effect of 4T1- EVs in mice
with breast tumors. For this, collections of 4T1 cell culture supernatants at times of 2,
4, 6, 8, 20, 24 and 48 hours were performed to select the time with the highest
concentration of particles, with sizes similar to small EVs (<100 nm). BALB/c mice were
then subcutaneously inoculated with 4T1 cells. After seven and fourteen days, 4 pg of
EVs released by 4T1 cells after 20 h of culture (4T1-EVs), in the presence or in the
absence of suspension of Propionibacterium acnes (P. acnes), were inoculated
intraperitoneally (i.p). Seven days after the second dose of treatment, animals were
euthanized for histopathological analysis of the tumor, lymph nodes, spleen and lungs,
in addition to quantification of cytokines and lymphoproliferation. Evaluation of the
general condition of the animals, measurements of tumor size and weight were also
carried out during the entire period of experimentation. Results obtained in the present
study and presented in the form of an article that will be submitted to the journal
Immunobiology, demonstrated that animals treated with 4 ug of 4T1-VEs + P.acnes
showed a decrease in tumor, in addition to presenting a lower number of cell divisions
of tumor cells. Together, the data presented here evidence for the first time the
potential of EVs released by tumor cells for the development of vaccines with

therapeutic purposes for aggressive cancers such as breast cancer.

Keywords: Breast cancer, 4T1 cells, therapeutic vaccine, tumor immunology.
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|. REVISAO DE LITERATURA

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2022) e da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2022), atualmente o céncer representa a
segunda maior causa de morte na populacdo mundial. A situacdo é tdo alarmante e
assim estimasse que uma em cada quatro pessoas pode desenvolver cancer ao longo
da vida (ROY e SAIKIA, 2016). Na oncogénese, 0 cancer surge a partir de células que
sofrem alteracBes genéticas e/ou epigenéticas que levam a proliferacdo anormal e
descontrolada das células para formar tumores (COTRAN, 2010; GOMES e
MOREIRA, 2007). Tais alteracdes podem ser resultado de uma variedade de fatores
intrinsecos, como mutacdes genéticas herdadas ou erros aleatérios na replicacédo do
DNA e, fatores extrinsecos como dano e instabilidade genética induzida por radiacgéo,
substancias quimicas ou por infeccao viral (GUIDO, 2014; LODISH, 2004; TANNOCK
et al., 2005).

Entre os tipos de neoplasias, e desconsiderando o cancer de pele nao
melanoma, o cancer de mama € o tipo mais comum e letal entre as mulheres, tanto
no Brasil como no mundo, com estimativa de 66.280 novos casos em 2021 (INCA,
2022). Ja na populacdo masculina, o cancer de mama é raro, representando apenas
1% do total de casos da doenca, porém em 2020 o numero de mortes por cancer de
mama foi de 18.032, sendo 207 homens e 17.825 mulheres (INCA, 2022).

O desenvolvimento do cancer de mama é um processo de varias etapas
envolvendo varios tipos de células, e sua prevencado continua sendo um desafio no
mundo, assim o diagndstico precoce € uma das melhores abordagens para prevenir
a doenca (SUN et al.,, 2017; ANASTASIADI et al., 2017). Os tumores de mama
geralmente se iniciam a partir da hiperproliferacdo ductal, e depois evoluem para
tumores benignos ou mesmo carcinomas metastaticos apos estimulo constante por
varios fatores carcinogénicos (SUN et al., 2017).

Conforme a American Cancer Society (ACS, 2023), existem varios tipos de
cancer de mama que sao caracterizados pelas células especificas afetadas. Temos
carcinomas tumorais malignos iniciados nas células epiteliais, e quando se formam
em um epitélio glandular recebem o nome de adenocarcinoma, que acomete as
células do ducto mamario ou nas glandulas produtoras de leite (I6bulos). O tipo de
cancer de mama também pode ser caracterizado se o cancer tem capacidade de

disseminar ou ndo, assim o cancer de mama in situ € aquele que comeca no ducto de
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leite e pode invadir o tecido mamario, j& o cancer de mama invasivo dissemina no
tecido mamario circundante (KATSURA et al., 2022; ACS, 2023). Entre os canceres
de mama invasivos, o0 carcinoma lobular invasivo e o carcinoma ductal invasivo,
representam entre 70 a 80% dos casos (SUN et al., 2017; KATSURA et al., 2022).

Quando analisamos as moléculas envolvidas nos tumores, o triplo negativo é
responsavel por 10 a 15% dos casos sendo considerado um dos tipos mais agressivos
pelo seu crescimento rapido, maior probabilidade de disseminar e maior chance de
recidiva apoOs tratamento (ACS, 2023). O cancer de mama triplo negativo é
caracterizado por ndo possuir receptores de estrogénio e progesterona e nao produzir
uma proteina especifica, chamada HER2 (receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano), essas caracteristicas dificultam o diagndstico e tratamento
hormonal. Este tipo de cancer tende a ser mais comum em mulheres com menos de
40 anos de idade (SUN et al., 2017; KATSURA et al., 2022; ACS, 2023). A
identificacdo da via HER2 e sua disfuncdo quando o gene € expresso levou ao
desenvolvimento do anticorpo monoclonal anti-HERZ2, trastuzumabe, que melhora
significativamente a sobrevida global em cenarios metastaticos e adjuvantes
(ANASTASIADI et al., 2017).

Ja entre os tipos menos frequentes estdo o cancer de mama inflamatorio,
doenca de Paget, tumor filoide e angiossarcoma acometem em menos de 5% dos
casos (SUN et. al., 2017; ANASTASIADI et. al., 2017; ACS, 2023).

O céancer ndo é uma doenca que acomete somente humanos, também é uma
das principais causas de morte ou eutanasia em animais de companhia, entre os tipos
mais frequentes, as neoplasias mamarias representam o tumor mais comum em
fémeas caninas e o terceiro mais comum nas felinas, porém quando avaliamos a
agressividade do tumor o cenario inverte, acometendo de forma mais agressiva nas
felinas quando comparado com as caninas. No entanto, em maioria essas neoplasias
sdo malignas e podem estar associadas a mortalidade, o que justifica a preocupacao
atual dos oncologistas veterinarios quanto ao diagnéstico precisdo e estratégias
terapéuticas para essa doenca (RICARTE, 2021; CASSALI et al., 2020).

Assim, devido a grande ocorréncia de casos, a demanda por novos tratamentos
e novas metodologias para o estudo da doenca vém aumentado nos ultimos anos, a
fim de melhorar a qualidade de vida e sobrevida dos pacientes portadores desta
doenca (GUIDO, 2014). Entretanto, apesar dos avanc¢os no diagnostico e tratamento

do cancer, a formacéo de tumores secundarios ou metastases continua sendo a causa
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de mais de 90% das mortes relacionadas ao cancer tanto de mama como de outros
tipos de tumores (INCA, 2022).

Embora a taxa de incidéncia de cancer de mama aumente ano apdos ano,
esfor¢os continuos de pesquisa estdo tornando os tratamentos mais personalizados
com a esperanga de minimizar os efeitos colaterais e melhorar as taxas de sobrevida
(ANASTASIADI et al., 2017). Terapias biolégicas foram desenvolvidas nos ultimos
anos e provaram ser benéficas para o cancer de mama (KATSURA et al., 2022). A
ideia de desenvolver vacinas terapéuticas contra o cancer tem sido explorada desde
a descoberta inicial de antigenos especificos do tumor por Georg Klein em 1967
(ZHANG et al., 2018). Ao contrario das terapias tradicionais, as vacinas contra o
cancer estimulam e fortalecem os mecanismos de defesa do individuo para eliminar
as células tumorais de forma especifica ao reconhecer antigenos expressos nas
células cancerosas (ZHANG et al., 2018).

As vacinas terapéuticas que visam gerar imunidade mediada por células,
representam uma opcao viavel para a imunoterapia ativa na qual individuos com a
doenca sdo capazes de montar sua propria resposta antitumoral de forma rpida e
eficaz (CHUNGING et al., 2013 ; HANCOCK et al., 2018). Ao contrario das vacinas
profilaticas, administradas a individuos saudaveis com fins preventivos (CHUNGING
et al., 2013; ZHAO et al., 2021), as vacinas terapéuticas, usadas principalmente para
tumores solidos, contribuem para induzir memoria antitumoral de longo prazo,
causando regresséao do tumor ou erradicacao da doenca residual minima, prevenindo
portanto a recorréncia do tumor e minimizando os efeitos inespecificos ou
desagradaveis dos medicamentos antitumorais (GRUPTA et al., 2022).

Os varios mecanismos efetores imunoldgicos mobilizados pela vacinacéo
terapéutica atuam especificamente nas células cancerosas e poupam as células
normais (CHUNGING et al., 2013). Essas vacinas podem ser preparadas usando as
mesmas células tumorais do paciente, que uma vez irradiadas sdo combinadas com
um adjuvante imunoestimulador para serem inoculadas novamente ao paciente. Este
tipo de abordagem é utilizado para inibir o crescimento de recidivas tumorais e/ou
metastases que s&o em maioria, resistentes as terapias convencionais, como cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (CHUNGING et al., 2013).

Para a producdo de vacinas, o0 uso de adjuvantes representa uma estratégia
para potencializar, acelerar ou prolongar as respostas imunologicas especificas contra

o antigeno (Yan et al., 2019). Assim, o uso de adjuvantes aumenta a imunogenicidade


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3721379/#R191
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da vacina, por promover o trafego/migracéo de ceélulas imunolégicas para o local da
injecdo, favorecendo ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) e
células efetoras (PASTON et al.,, 2021; ZHAO et al.,, 2022). Neste contexto, o
Propionibacterium acnes (P. acnes) € um bacilo anaerdbico gram-positivo presente
na microbiota normal da pele humana, que quando usado como suspensado morta pelo
calor € considerada um adjuvante, pois exerce efeitos imunomoduladores
aumentando as atividades fagocitica e tumoricida dos macrofagos, promovendo a
maturacéo e ativacdo de células dendriticas e linfécitos T, producao de citocinas pro-
inflamatdrias e aumento da resposta humoral a diferentes antigenos, caracteristicas
frequentes nas respostas do tipo Thl (ISHIMURA et al., 2018).

Considerando que as células T sdo cruciais nas respostas contra tumores, um
novo pilar revoluciondrio no tratamento do cancer é a terapia com células T do receptor
de antigeno quimérico (CAR). Embora o tratamento com células CAR-T tenha
produzido respostas clinicas notaveis com certos subconjuntos de leucemia ou
linfoma de células B, muitos desafios limitam a eficacia terapéutica das células CAR-
T em tumores sdlidos e malignidades hematologicas (MA et al., 2019; STERNER e
STERNER, 2021). Os CARs sao receptores sintéticos projetados que funcionam para
redirecionar linfécitos, habitualmente células T, para reconhecer e eliminar células que
expressam um antigeno alvo especifico. Recentemente, dois medicamentos
baseados em células CAR-T, Kymriah (Tisagenlecleucel) e Yescarta (Axicabtagene
ciloleucel) aprovados pelo FDA dos EUA (US Food and Drug Administration) sao
usados para tratamento de leucemia linfoblastica aguda de células B e linfoma de
células grandes, respectivamente, (MA et al., 2019; STERNER e STERNER,
2021). Vale ressaltar que no Brasil a ANVISA também aprovou em 2022 o Kymriah®,
um produto de terapia avancada para cancer hematolégico, porém o custo é
elevadissimo. Apesar dos progressos feitos no tratamento de neoplasias
hematoldgicas, ainda permanecem os desafios para o uso da terapia com células
CAR-T para o tratamento de tumores sélidos (MA et al., 2019; STERNER e
STERNER, 2021).

Novas terapias, a fim de compreender os mecanismos envolvidos na aquisi¢ao
de fendtipos mais agressivos que conferem maior resisténcia aos tratamentos
anticancer, autores tém demonstrado que células tumorais liberam vesiculas
extracelulares (VEs) para mediar interacbes com outras células no microambiente

tumoral. Estas particulas, exibem ainda a assinatura molecular das células
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progenitoras e sao capazes de modular as respostas das células do sistema imune
promovendo respostas favoraveis para invasao, progressao e estabelecimento de
tumores secundarios (ROBBINS et al., 2014; CZERNEK et al., 2015; PLATKO et al.,
2019).

Estudos com VEs se iniciaram em 1956 com o Dr Fawcett, que observou
pequenas estruturas esféricas intra e extracelulares nas suas analises de microscopia
eletrbnica (STAM et al.,, 2021). As vesiculas extracelulares Sd0 nanoparticulas
membranosas secretadas por multiplos tipos celulares, que medeiam comunicagéo
intercelular em condic¢@es fisioldgicas e patoldgicas. Elas estdo constituidas por uma
bicamada lipidica e podem ser liberadas de forma constitutiva por qualquer tipo de
estimulo (LASSER et al., 2016).

Dependendo da sua origem, composi¢cao e tamanho, as VEs sao classificadas
como: VEs pequenas, onde podemos incluir o exossomos (<100 nm), formados a
partir de invaginaces da membrana endossomal, que permite a incorporacao de
biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos, lipidios e aclUcares presentes nas
por¢cdes interiores e superficiais destas particulas; VEs médias (< 200 nm) e VEs
grande (> 200 nm) as quais sao liberadas a partir da membrana plasmatica; e corpos
apoptéticos (> 1000 nm), fragmentos celulares envolvidos por membrana
citoplasmatica liberados por células em apoptose (YANEZ-MO et al., 2015;
COLOMBO et al., 2014; RAPOSO et al., 2013; THERY et al., 2018).

Estudos bioquimicos mostraram que VEs podem ser constituidas por acidos
nucleicos, proteinas e lipidios (revisado por CAMPOS et al., 2015). Na dependéncia
da sua constituicdo, participam dos processos de comunicagao intercelular por
estimulacao direta de células-alvo via interagdes com receptores ou pela transferéncia
de varias moléculas bioativas incluindo receptores de membrana, proteinas, mRNA
e/ou microRNAs (BAYER-SANTOS et al., 2012). Além de comunicacao intercelular,
as VEs participam também da regulacdo do microambiente celular por meio de: (1)
apresentacao e/ou internalizacdo de antigenos e transferéncia de moléculas; (2)
receptores na superficie celular que se ligam a uma proteina na membrana da vesicula
e ativam uma via de sinalizacéo intracelular; (3) transferéncia de proteinas, fatores de
transcricdo, particulas infecciosas ou oncogenes; (4) transferéncia de material
genético para células receptoras por meio da fusao das vesiculas a membrana celular
ou, atraves da endocitose das vesiculas, para que o RNA exossomal seja traduzido

em proteinas e assim modular a funcdo imunoldgica, induzir apoptose, promover
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proliferacéo celular ou, estimular a angiogénese (GONDA et al., 2013; SKOG et al.,
2008). Contudo, a participacdo das VEs tanto na fisiologia celular como no
desenvolvimento de doencas tem sido demonstrada em varios modelos de estudo,
por isto nos ultimos 20 anos, pesquisas com VEs tém aumentado exponencialmente
(LASSER et al., 2016; RAPOSO et al., 2013).

Embora essas particulas carreiem moléculas do tumor que podem estimular
resposta imunoldgica, ainda ndo estdo completamente esclarecidos 0s mecanismos
de acao das VEs como potenciais alvos terapéuticos. Assim o presente trabalho tem
como objetivo avaliar o papel das vesiculas extracelulares no desenvolvimento e
progressao do crescimento de células de adenocarcinoma mamario, com o intuito de
contribuir na descoberta de novos alvos terapéuticos contra canceres agressivos

como 0 adenocarcinoma mamario.
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Resumo

Vesiculas extracelulares (VES) sé@o consideradas como potenciais marcadores
para o diagndstico e tratamento de diversas doencas, incluindo o cancer, devido ao
seu conteudo, que reflete a natureza de suas células de origem, e por sua importancia
na comunicacao intercelular. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar o
possivel efeito terapéutico de vesiculas extracelulares liberadas por células de
adenocarcinoma mamario 4T1 (4T1-VEs) em camundongos com tumores de mama.
Para isto, camundongos BALB/c foram primeiramente inoculados via subcutdnea com
células 4T1 e ap0s sete e quatorze dias, 4 ug de VEs liberadas por células 4T1 apo6s
20 horas de cultura (4T1-VEsS), na presenca ou auséncia de suspensdo de
Propionibacterium acnes (P. acnes), foram inoculadas por via intraperitoneal (i.p).
Resultados obtidos no presente estudo demonstraram que animais tratados com 4 ug
de 4T1-VEs + P.acnes apresentaram diminuicdo do volume tumoral, além de
apresentar menor niumero das divisbes celulares das células tumorais. Ja o grupo
tratado com 4 ug 4T1-VEs apresentou menor peso tumoral e do baco e menor area
de necrose. Entretanto, apos 7 dias de desafio tumoral e antes do tratamento foi

observado aumento das citocinas IL-10 e IL-4. Em conjunto, os dados aqui
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apresentados evidenciam pela primeira vez, o potencial de VEs liberadas por células
tumorais para o desenvolvimento de vacinas com fins terapéuticos para canceres

agressivos como o cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, exossomos, células 4T1, vacina terapéutica,

imunologia tumoral.

1. INTRODUCAO

O cancer de mama € o tipo mais comum e incidente entre as mulheres. Ja na
populacdo masculina, o cancer de mama € raro, representando apenas 1% do total
de casos da doenca (INCA, 2022). Devido a grande ocorréncia de casos, a demanda
por novos tratamentos e novas metodologias para o estudo da doenca vém
aumentado nos ultimos anos a fim de melhorar a qualidade de vida e sobrevida dos
pacientes (GUIDO, 2014; ANASTASIADI et al., 2017). Entretanto, apesar dos avangos
no diagndstico e tratamento do céancer, a formacdo de tumores secundarios ou
metastases continua sendo a causa de mais do 90% das mortes relacionadas ao
cancer tanto de mama como de outros tipos de tumores (DILLEKAS et al., 2019; INCA,
2022).

Embora a taxa de incidéncia de cancer de mama aumente ano apds ano,
esforgos continuos de pesquisas estdo tornando os tratamentos mais personalizados
com a esperanga de minimizar os efeitos colaterais e melhorar as taxas de sobrevida
(ANASTASIADI et al.,, 2017). Com o intuito de compreender 0S mecanismos
envolvidos na aquisicdo de fendtipos mais agressivos que conferem maior resisténcia
aos tratamentos anticancer, autores tém demonstrado que células tumorais liberam
vesiculas extracelulares (VES) que podem modular as respostas das células do
sistema imune promovendo respostas favoraveis para invasao, progressdo e
estabelecimento de novos tumores secundarios (CZERNEK et al., 2015; ROBBINS et
al., 2014). Devido a sua capacidade de carregar diferentes tipos de moléculas como
proteinas, 4cidos nucleicos, lipidios, agucares entre outros, as VES séo eficientes para
comunicacdes ceélula-célula, por tanto tém papel importante na regulacéo de diversos
processos fisioldgicos e/ou patoldogicos (FRANQUESA et al., 2014; RAPOSO et al.,
2013; YONG NG et al., 2022).
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Recentemente, foi descrito que as VEs derivadas de células tumorais podem
ser utilizadas para o desenvolvimento de vacinas contra o cancer, pois sua membrana
possui grande numero de antigenos tumorais, que podem favorecer eficientes
respostas antitumorais (XU et al., 2020). A vacina contra o cancer baseada em VEs,
atraiu mais atencdo para prevenir o desenvolvimento de tumores ou tratar tumores
existentes, tem como fundamento interferir nas interacdes entre o tumor e outras
células presentes no microambiente tumoral (PLATKO et al., 2019, GIACOBINO et al.,
2021; YONG NG et al., 2022). Em comparagdo com as vacinas convencionais, as
vacinas baseadas em VEs oferecem caracteristicas Unicas, com melhor
biosseguranca e eficiencia na apresentacdo de antigenos e como adjuvantes
(LOFTUS, 2019). Entretanto, as VEs liberadas por células tumorais também podem
estar também envolvidas na formacdo de metastases ao promover o preparo do
ambiente favoravel para o crescimento e progressao tumoral (THAKUR et al., 2014;
YONG NG et al., 2022). Por isto, elas podem ser usadas como biomarcadores para o
diagnéstico, recorréncia, e/ou prognoéstico de progressdo tumoral ou da resposta
terapéutica (PAKRAVAN et al., 2021; AL-HUMAIDI et al., 2021; THAKUR et al., 2021;
HUANG et al., 2022).

Visto que as vacinas terapéuticas estimulam e fortalecem os mecanismos de
defesa do individuo para eliminar as células tumorais de forma especifica (ZHANG et
al., 2018; GRUPTA et al., 2022; HANCOCK et al., 2018), a utilizacdo de vacinas
baseadas em EVs de células tumorais poderia ser uma nova abordagem para o
tratamento de tumores metastaticos e resistentes a terapia convencionais como é o
adenocarcinoma mamario. Assim, para melhor compreenséo do papel das VEs como
alvos terapéuticos para o cancer de mama, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar o potencial de VEs liberadas por células de adenocarcinoma mamario para o

tratamento do cancer de mama em modelo murino.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagem celular

Para o presente estudo foi utilizada a linhagem de células de adenocarcinoma

mamario 4T1 (células 4T1). As células foram cultivadas em garrafas de cultura,
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mantidas em meio completo (R10) preparado com RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) acrescido com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibiotico
penicilina/estreptomicina (Gibco — Thermo Fisher Scientific, Massachussetts, USA),
em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. A desaderéncia das células para
posteriores ensaios foi realizada por breve exposicdo a tripsina (Thermo Fisher) e

inativagcdo com meio suplementado com SFB.

2.2 Obtencéo e purificacdo de vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares liberadas pelas células 4T1 (4T1-VEs) foram obtidas
por diversas etapas de centrifugacdo e ultracentrifugacdo. Inicialmente foi
padronizado o tempo de cultura para obtencdo de maior numero de VEs liberadas por
células 4T1 viaveis. Para isto, células 4T1 foram cultivadas em garrafas médias (75
cm?) com 2,5 x 10° células em 10 mL de meio R10. Apés adeséo (overnight), o meio
R10 foi removido, e as células foram mantidas por 2, 4, 6, 8, 20, 24 e 48 horas em
meio RPMI 1640, sem troca de meio até o momento da sua colheita. Sobrenadantes
obtidos nesses tempos de cultura foram submetidos a: (1) centrifugacéo de 500 g por
10 minutos para retirada das células; (2) o sobrenadante de (1) foi centrifugado a 1500
g por 10 minutos; (3) o sobrenadante de (2) foi entdo centrifugado a 10.000 g por 10
minutos para remocao final de células e debris celulares; (4) o sobrenadante de (3) foi
ultracentrifugado a 100.000 g por 1 hora e o pellet contendo as vesiculas foi
ressuspendido em PBS 1X filtrado e novamente centrifugado a 100.000 g por 1 hora.
Pellet contendo as vesiculas extracelulares foi ressuspendido em 300 pL de PBS (1X)

filtrado. Cada amostra foi armazenada a temperatura de -20°C até sua utilizacao.

2.3 Avaliacédo de viabilidade celular pela deteccdo de 7AAD/Anexina

Andlises de citometria de fluxo foram realizadas para verificar a viabilidade
celular das células 4T1 para coleta das VEs. Assim, no presente trabalho foi utilizado
PE annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Para
isto, células tanto do sobrenadante como aderidas, foram coletadas e centrifugadas a
1500 rpm por cinco minutos. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X e, uma aliquota
contendo 10° de células foi submetido a nova centrifugacéo e logo ressuspendida em
100 uL de tampéo do kit diluido 1x, acrescidos de 1 uL de PE Annexin V (PE) e 1 pyL
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de 7-Amino Actinomycin (7AAD). Apés 15 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, 100 uL do tampéo foram adicionados para aquisi¢cdo e analises usando o
citbmetro Accuri™C6 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).

2.4 Dosagem proteica

A dosagem de proteinas presentes nas 4T1-VEs foi realizada pelo método do
acido bicinconinico utilizando o kit BCA1-1KT (Sigma Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA). Conforme instru¢cbes do fabricante, curva padrdo foi realizada por
diluicdo seriada de albumina bovina (INLAB, Sao Paulo, SP, Brasil) em concentracfes
de 0,5 - 200 pug/mL. A placa contendo a curva e as amostras de estudo em duplicata
foi incubada com os reagentes especificos do Kit por 30 minutos a 37°C. Logo apos o
periodo de incubacéo, foi avaliada a densidade 6ptica (D.O.) em leitor de microplacas
Thermoplate TP Reader NM (Thermoplate, Sdo Paulo, SP, Brasil), no comprimento
de onda de 550 nm. Os dados da D.O. gerados permitiram a construcdo da curva

padrdo, calculo da equacgdo da reta e quantificacdo de proteinas nas amostras.

2.5 Avaliacdo da concentracdo e tamanho das vesiculas por aparelho medidor de

particulas

As 4T1-VEs coletadas foram avaliadas quanto ao tamanho e concentracao no
equipamento Nanosight (NS300 MalvernTM), alocado no laboratério do Prof. Alvaro
Pacheco da Disciplina de Nefrologia da Escola Paulista de Medicina, Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Para isto, 20 pL de amostra diluidos 10 X em PBS
1X filtrado foram utilizados para realizacdo de trés capturas com um minuto de

duracéo (20 frames por segundo) a temperatura de 20°C.

2.6 Animais

Total de 20 camundongos fémeas da linhagem BALB/c, specific pathogen-free
(SPF) adultos com 8 semanas de idade, pesando entre 17 e 23 g, foram obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME) da Universidade Federal de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em

microisoladores, com temperatura de 20 + 1 °C e ciclo de luz controlada (ciclo de 12
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horas claro/escuro), com agua autoclavada e racao esterilizada por ionizagéo, ad
libitum. Para a eutanasia, os animais foram submetidos a decapitacdo usando
guilhotina.

Os experimentos do atual projeto foram delineados para minimizar ao maximo
0 numero de camundongos empregados em cada teste, em atencao aos principios
dos 3Rs (LYNNE et al., 2017). Para calcular o N amostral do projeto foi utilizado o site
https://www.unip.br/presencial/pesquisa/comite_etica_animais/submissao_projetos.a

spx, conforme o célculo:

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

C é dependente dos valores escolhidos para a forca ou poder do teste (1-B; chance
de encontrar uma diferenga existente) e nivel de significAncia (a; a chance de
considerar dois grupos diferentes quando eles ndo o séo). Para pesquisadores que
consideram p<0,05 o valor de a é 0,05. s € o desvio padréo aceitavel de acordo com
a projecao do pesquisador e d é a diferenca esperada entre 0s grupos.

Este calculo foi realizado considerando o nivel de confianca de 90%, e o nivel
de significancia de 0,05, com o desvio maximo de 0,2. Considerando estes parametros
foi obtido o nimero minimo por grupo de 4,36 animais, assim foi considerado o nimero
de 5 animais por grupo, pois é o préximo namero inteiro.

O delineamento experimental e todos 0s protocolos experimentais que foram
realizados com os camundongos seguiram as normas ja estabelecidas pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Paulista e foram executados
por equipe experiente apdés submissao e aprovacdo do projeto pela, CEUA-UNIP:
protocolo N° 6947240521.

2.7 Adjuvante

Como adjuvante foi utilizada a suspensdo de Propionibacterium acnes (P.
acnes) morta pelo calor, na concentracéo de 140 ug conforme protocolo desenvolvido
por Ishimura e colaboradores (2018) (ISHIMURA et al., 2018). A suspencéo de P.
acnes, foi fornecida gentilmente pelo laboratorio da Profa. Dra leda Maria Longo
Maugéri (in memoriam) da Disciplina de Imunologia da UNIFESP, conforme descrito

por Squaiella e colaboradores (2006).
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2.8 Desafio tumoral e tratamentos

Os animais foram inoculados de forma subcutanea (s.c.) na mama esquerda
caudal, com células de adenocarcinoma mamario 4T1 na concentragdo de 1,5 X 10*
células, ressuspendidas em 50 pL de solucdo salina estéril conforme descrito
previamente (JAZEDJE et al., 2015). Apés 7 e 14 dias da inoculagdo das células
tumorais, os animais foram tratados via intraperitoneal com 300 pL de solucao salina
com 4T1-VEs, contendo de 4 ug (equivalente a 2,5 x 108 particulas) por animal (REIS
et al., 2020), na presenca ou auséncia do adjuvante P. acnes (140 ug) (ISHIMURA et
al., 2018). Passados 7 dias dos tratamentos os animais foram eutanasiados.

Os grupos experimentais foram nomeados conforme os tratamentos como:

1. Grupo Salina (controle): animais inoculados com células 4T1 e tratados
intraperitonealmente com 300 pL de solugdo salina estéril (salina), apds 7 e 14 dias
da inoculacdo das células tumorais (n=5).

2. Grupo P. acnes (adjuvante): animais inoculados com células 4T1 e tratados
intraperitonealmente com 300 uL de salina contendo 140 ug de P. acnes, apos 7 e 14
dias da inoculagéo das células tumorais (n=5).

3. Grupo 4 pg 4T1-VEs: animais inoculados com células 4T1 e tratados
intraperitonealmente com 300 uL de salina contendo 4T1-VEs na concentracdo de 4
Mg, apos 7 e 14 dias da inoculagao das células tumorais (n=5).

4. Grupo 4 ug 4T1-VEs + P. acnes: animais inoculados com células 4T1 e
tratados intraperitonealmente com 300 pL de salina contendo 4T1-VEs na
concentracédo de 4 ug e 140 pyg de P. acnes, apés 7 e 14 dias da inoculacdo das
células tumorais (n=5).

Observacdes diarias foram realizadas para deteccdo de ébitos ou sinais que
indicarem dor (LANGFORD et al., 2010), entre elas dificuldade de locomocéo, letargia
ou presenca de ulceracdes sob as areas de injecao dos tratamentos. Ja a afericao do
peso corporal foi realizada semanalmente, apos inoculacdo das células tumorais.
Coleta sanguinea foram realizadas nos dia 0 (antes do desafio tumoral), 7 e 14 (antes
da inoculacdo dos tratamentos), o sangue foi coletado por meio submandibular
(FERNANDEZ et al., 2010) .
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2.9 Avaliacdo do crescimento tumoral

Apds uma semana da inoculacao das células tumorais o crescimento tumoral
na regido de injecéo foi verificado em dias alternados até o dia da eutanasia dos
animais, pela medicdo do comprimento e altura da massa tumoral com paquimetro
digital Digimess® (S&o Paulo, Brasil).

Para o célculo do volume tumoral foi utilizada a formula:

V (mm?3) = d2*(D/2) FL

Onde d é o valor menor e D o valor maior das medidas de comprimento e
largura realizadas em dias alternados (DUPRE et al., 2007).

ApOs eutanasia dos animais a massa tumoral foi retirada, pesada e dividida em
dois fragmentos iguais, um deles para processamento de analises histopatoldgicas e

0 outro para quantificacao de citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17.

2.10 Ensaio de linfoproliferacéao

Para avaliar a capacidade de resposta dos linfocitos apés cada tratamento, o
indice de proliferagdo de esplendcitos totais foi avaliado apos co-cultivo com células
4T1 integras ou seu extrato. Para isto, apds eutanasia dos animais, o baco foi
removido e um fragmento foi processado para coleta de esplendcitos totais. Apos
tratamento com tampdo hemolitico, células foram lavadas e marcadas com
CellTrace™ Far Red (Thermo Fisher), e em seguida cultivadas em placas de 96 pocos
com meio R10 por 48 horas na presenca ou auséncia de células 4T1 (4T1) ou seu
extrato (e4T1). Apds este periodo, as células coletadas do sobrenadante de cultura
na presenca ou auséncia de e4T1l e aderentes (cultura com células 4T1) foram
coletadas, lavadas e incubadas com 20 ul de anti-CD16/CD32 (Fc blocK) por 20 min
a 4°C. Logo apoés lavagem, células coletadas dos sobrenadantes das culturas na
presenca ou auséncia de e4T1 foram incubados por 20 min a 4°C com anti-CD8
conjugado a isotiocinato de fluoresceina (FITC) e anti-CD4 conjugado ao complexo
peridina-clorofil-proteina (PerCP) em uma propor¢do de 1:100 ul. J& as células do
sobrenadante e aderentes apés incubacdo com 4T1 foram incubadas com anti-CD8

(FITC) e 7TAAD (PerCP) para identificar além da linfoproliferacéo, particularmente de
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linfécitos citotoxicos (FarRed*/CD8*), a morte de células 4T1 (FarRed/7AAD™). Todos
os anticorpos foram usados conforme instrucdes do fabricante (BD Biosciences). Apos
marcacles, as células foram lavadas e ressuspendidas em 200 ul de PBS para
aquisicdo em citbmetro BD Accuri™ C6 (BD Biosciences). Andlises de expresséo e
frequéncia de proliferacdo foram determinadas usando o software FlowJo verséo
v10.8.1 (FlowJo™, Ashland,Oregon, USA).

2.11 Producéao de lisado tumoral

Apés eutanasia e ressecao cirargica da massa tumoral, metade dela foi pesada
individualmente, ap6s dissociada em fragmentos com ajuda de uma tesoura e
ressuspendida em volume adequado de inibidor de protease (Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, USA), na concentragédo de 1%, considerando a relagdo de 100 ul de inibidor
de protease para 100 mg de tecido. Em seguida, as amostras foram congeladas em
freezer -80°C até serem processadas no homegeneizador de tecidos Precellys™
(Bertin instruments, Montigny-le-Bretonneux, France) alocado na Disciplina de
Imunologia da UNIFESP, utilizando o programa de dois ciclos, nos parametros de
5400 rpm em dois periodos de 17 segundos cada (5400 — 2x17) e 6500 rpm em dois
periodos de 20 segundos cada (6500 — 2x20). Em seguida as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante coletado e conservado em freezer — 80 °C até o

momento da sua utilizac&o para quantificacéo de citocinas.

2.12 Dosagem de anticorpos protetores IgG1 e IgG2A

Para quantificacdo de anticorpos associados com padrdes de respostas Thl
(IgG2A) e Th2 (IgG1), sangue periférico da veia submandibular dos animais de cada
grupo foram coletados antes e apés 7, 14 e 21 (eutanasia) dias da inoculagédo das
células tumorais, no volume maximo de 100 pyL. Apos coleta do sangue, o soro foi
separado e mantido no freezer — 80 °C até quantificacdo. Para dosagem de anticorpos
pelo método de ELISA, aproximadamente 4 ug/mL de extrato de células tumorais,
4T1, foi adicionado em placas de 96 pocos (Costar) e incubado overnight a 4 °C.
Depois, solucdo de PBS-BSA 1% foi adicionada para bloqueio dos sitios
remanescentes por 1 hora a 37 °C. As amostras de soro foram diluidas em PBS-BSA

1% na diluicdo 1:50 ent&o as placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C. Depois, foi
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adicionado o anticorpo anti-lgG1l ou anti-lgG2a (Thermo Fisher) conjugado a
peroxidase diluido 1:2000 na quantidade de 50 pL/poco. Entre cada etapa, lavagens
foram realizadas usando PBS acrescido de 0,05% de Tween. Em seguida, as placas
foram incubadas por 1 hora a 37°C e a revelagéo foi realizada com tetrametilbenzidina
(TMB, substrato cromogénico). A reacdo foi interrompida ap6s o aparecimento de cor
com 100 pL/pogo de H2SO44N. Os resultados foram avaliados por leitura

espectrofotométrica (Biotek, VT, USA) no comprimento de onda de 450 nm.

2.13 Quantificacao de citocinas por citometria de fluxo

Para avaliar a producdo de citocinas relacionadas aos padrbes de resposta
Th1/Th2/TH17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) em amostras de soro e dos
lisados do tumor, foi utilizada a técnica Cytometric Bead Array (CBA) com o kit BD
CBA Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences). As amostras de soro, foram coletadas
antes, e apds 7 e 21 (eutanasia) dias da inoculacdo das células tumorais, para as
amostras de soro, no tempo 0 e 7 dias apos o desafio tumoral foi realizado pool por
grupo em duplicata. E entdo, 20 yL de cada amostra (tanto da curva padrédo, quanto
das amostras analisadas) foram incubados com 20 puL de uma mistura de beads de
captura e do anticorpo secundario conjugado ao fluorocromo phycoerythrin (PE). As
amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e protegidas da luz.
Apos lavagem, a aquisicdo dos dados foi realizada utilizando o citdmetro BD Accuri™
C6. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software de analises para CBA
FCAP Array versao 3.0.1 (BD Biosciences). As concentracdes de cada amostra foram
calculadas com base na curva padréo, realizadas conforme indicagdes do fabricante
do kit. Amostras com concentracdes abaixo do limite de deteccédo determinado pelo

kit para cada citocina, foram consideradas com o valor = 0 pg/mL.

2.14 Andlises histopatoldgicas (histometria)

Para avaliar caracteristicas morfologicas e possiveis lesbes nos 6rgaos em
cada tratamento, apds a necropsia dos animais, foram retirados tumor, linfonodos,
pulmdes e bacgo, em seguida foram fixados em paraformaldeido 10%. Baco e tumor
foram pesados, e todos os fragmentos dos oOrgaos foram submetidos ao

processamento histolégico de rotina: emblocagem em parafina e microtomia,
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dispondo-se cortes teciduais de 5 um de espessura sobre laminas histologicas para
coloracdo com hematoxilina-eosina. As analises foram realizadas e fotografadas para
realizacdo da morfometria em fotomicroscopio OPTICAM 0400S, acoplado a camera
OPTUHD 14,3 MP (OPTICAM Microscopy Technology, Sao Paulo, Brasil).

A caracterizagdo do indice mitGtico foi realizada no fragmento tumoral,
analisada pela leitura de 10 campos no aumento de 40X. J4 a quantidade da area de
necrose foi analisada por morfometria considerando a ocorréncia por sobreposi¢ao

em pontos, a partir de uma graticula com 25 pontos (DENADAI et al., 2015).

2.15 Andlises estatisticas

Para os dados paramétricos as comparagdes estatisticas foram feitas utilizando
andlise de variancia ANOVA de uma ou duas vias com pés-teste de Tukey ou
Bonferroni. Quando necessario outliers foram excluidos das analises, todos os valores
foram relatados como média * erro padrdo da média, com significancia de 95%,
considerando p<0,05. Analises e gréaficos foram realizados utilizando o Software
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA)
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3. RESULTADOS

3.1 Padronizacgao dos tempos de cultura de células 4T1 para coleta de VEs

Para selecionar o tempo de cultura ideal para obtencdo de maior concentragao
de VEs, células 4T1 foram cultivadas com meio sem soro por 2, 4, 6, 8, 20, 24 e 48
horas, para coleta dos sobrenadantes e posteriormente avaliacdo de VEs em cada um
desses tempos. Dados obtidos nas analises de rastreamento de nanoparticulas por
Nanosight (NTA: Nanopatrticle Tracking Analysis), mostraram a presenca de particulas
com tamanhos entre 100 nm e 800 nm nos tempos de 2, 4, 6, 8, 20 e 24 h (Figura 1A).
Em relacdo a concentracdo, dados do NTA mostraram concentracfes que variam
entre 2,02 x108 e 5,39 x 10° particulas nos mesmos tempos supracitados, sendo
evidenciados a maior quantidade de VEs nos tempos de 6h, 8h e 20h. Ja no tempo
de 48 horas néo foi possivel detectar quantidades de nanoparticulas (Figura 1A).

Em paralelo com as analises de VEs nos respectivos tempos, a viabilidade
celular foi também verificada pelo método de exclusédo por azul de tripan. Conforme
mostrado na Figura 1B, a viabilidade celular se manteve 290% em cada um dos
tempos avaliados.

Foi realizada etapa de padronizacdo do tempo ideal para coleta de
sobrenadante com maior concentracao de VES, os tempos de cultura de 6 e 20 horas
apresentaram maior presenca de particulas com tamanhos semelhantes a VEs
pequenas, e maior concentracdo de particulas/mL (4,96 x 10° e 4,49 x 10°
respectivamente) (Figura 1A). Analises de citometria de fluxo, mostraram viabilidade
de 77% para a coleta de 6 horas e 72% para coleta de 20 horas, dada pela auséncia
de 7AAD (PE) e Anexina (Fitc) (Figura 1D). Em paralelo, as concentragbes de
proteinas em cada amostra, mostraram quantidades respectivas de 61 ug/mL e
71 pug/mL nos tempos de 6h e 20h (Figura 1E). Dessa forma, perante os dados

apresentados, foi determinado o tempo de 20 horas como o ideal para coleta.



10

va
= o 2 horas
E Mean: 35.9
" Mode: 34.0
e Concentration: 2.89e+08
g
=os
5
B os
£
g
S e

=

o A

B r

H]
8
g
&
.
g
g
g

8 horas
Mean: 198.7
Mode: 141.7
Concentration: 2.03e+09

Concentation (particles / mi)

S ™ o w
Size (nm)
z 48 horas
g Mean: 000.0
H Maode: 000.0
g Concentration: 0.00
&
" saewm
1001
77%
. 804
g
o 604
o
]
o
= 404
°
8
> 20
0 T

1000

Concentration (particles / mi)

4 horas
Mean: 170.8
Mode: 141.3
Concentration: 2.02e+08

T T T T
s w0 v aw

Size (nm)
g 20 horas
2. Mean: 155.4
33 Mode: 118.6
H o Concentration: 5.39e+09
E [
5
2w
&
N
100
— 804
=
2 60+
]
z
3 40
8
= 204
o
2h 4h 6h &h 20h 24h 48h
6h 20h
& _Gate: (P1in all) =~ Gate: (P1inall)
"% dNecrose Morte] "2 dNecrose Mone]
12,1% 8,0% 1% 6.4%
) 2y’ .
9 Rre F
<, 2 o 2:’5
3 5
3‘3 ?,.:3
" R K d
3 23
- 1% 2 - 18 % )
3 LUSLALLL SRALLLSRALL LRI AL E) " i
ol W2 - W o W@ W W WS BT
FL2 Annexin V PE-A FL2 Annexin V PE-A

a0

Concentration (partides / ml)

Concenlration (partides / ml)

6%10%

iculas/mL)

4%10°

2%10°

Concentragao (part

33

6 horas
Mean: 180.1
Mode: 109.5
Concentration: 1.88e+09

A
Size (nm)

24 horas
Mean: 267.9
" Mode: 111.4
Concentration: 1.05e+09

o e 0 1000

wo ee
Slze (nm)

o0
(=1
)

=2}
o
X

[~
o
X

71 pg

6l pg

(=1

Concentracdo proteica (pg/mL)
B
(=]

6h

Fig. 1. Caracterizagdo de particulas isoladas em sobrenadantes de cultura de células 4T1 em
diferentes tempos de incubacao (A) Indicagdo de Tamanho e Intensidade das VESs por andlise
de rastreamento de nanoparticulas por Nanosight (NTA). (B) Viabilidade celular pelo método
exclusdo com azul de tripan das células 4T1.(C) Concentracdo de particulas isoladas apoés
cultura de células 4T1 em meio sem soro. (D) Células marcadas para analises da viabilidade
com os marcadores PE Annexin V (PE) e 7-Amino Actinomycin (7AAD). Gates representam
porcentagens de células viaveis (Anexina- 7AAD-), em apoptose (Anexina+ 7AAD-), em
necrose (Anexina- 7AAD+) ou em apoptose tardia/necrose (Anexina+ 7AAD+). (E)
Quantificacdo proteica das vesiculas extracelulares liberadas por células 4T1, nos tempos de

6 horas e 20 horas.
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3.2 Avaliacao dos efeitos do tratamento com VESs liberadas por células 4T1 no peso e

crescimento tumoral em camundongos com tumor de mama

Conforme descrito no item 2.8, quatro (4) grupos de tratamentos foram avaliados.
Em relacdo ao peso dos animais avaliado antes (dia 0) e ap6s 7 dias da inoculacéo
do tumor (dia 7) onde foi ministrada a primeira dose do tratamento, até o dia da
eutanasia (dia 21) ndo foram observadas diferencas significantes entre eles ao longo
desses 21 dias de analises (Figura 2A). Em relagdo ao peso tumoral (Figura 2B) é
possivel verificar que em geral os animais que receberam tratamento apresentaram
menor peso tumoral em relacdo aos animais do grupo salina. Os animais que
receberam 4 ug 4T1-VEs apresentaram o0 menor peso tumoral em comparagcao ao
grupo salina. Assim como foi observado na Figura 2D, o grupo que teve tratamento
com 4 ug 4T1-VEs com ou sem P. acnes apresentou o volume tumoral menor em
relacdo aos demais grupos. Considerando o peso do baco, o grupo que recebeu o
tratamento com 4 pg 4T1-VEs apresentou tamanho menor do baco quando
comparados ao salina (Figura 2C). Analises do volume tumoral apresentados na
Figura 2D indicam que nos dias 17°, 19° e 21°, respectivamente, 0s grupos tratados
apresentaram menores volumes tumorais, P. acnes (81 mm3, 199 mm?3 e 239 mm3),
4T1-VEs (61 mm3, 88 mm3, 170 mm?®) e 4T1-VEs + P.acnes (43 mm?3, 96 mm?3 e 148
mm3) quando comparados ao grupo salina (250 mms3, 389 mm? e 450 mm3). Apds 17
dias do desafio tumoral a diferenca € mais notoria no grupo tratado com 4 ug de VEs
+ P.acnes. Vale ressaltar que um camundongo do grupo salina foi eutanasiado
dezesseis dias apds o desafio tumoral por apresentar sinais de sofrimento, como olhos
apertados, mudanca de posicao das orelhas e bigodes, que ficam apontados para
baixo, além da presenca de caquexia, assim também um camundongo do grupo VEs

4ug + P. acnes morreu dezoito dias apos desafio tumoral.



35

A
24+ .
-e- Salina
~~
S 9o % P.acnes
S -+ 4ug 4T1-VEs
g 204 -©- 4ug 4T1-VEs + P.acnes
S
S 184
o
B 164
(a
14 T T T T
Q A ™ 2
QO - N Vv
Lo Lo O’\'Z" O’\'&
B C
. 2.01
e 0.89 =) v
m ~—
= 2 T
: . 515 = - I
o 0.6 v o
: + T o I s | v
© 041 9 1.0 5=
0 A =
[%))] [
: - = 2
£ 02 v & 0.5-
2 2
(0]
a 0.0 T T T T & 00 T T T T
‘\be‘ Q;e Q/‘a Q/e ~(\®' 2 Q/(? 2
Pl & N & A N N N
Q- b,‘\'\/ be =) Q?,Q b,‘(\/ Q{zr
X x
D‘QQ N’AQ? b‘\)q ,»,AQ?
& &
500~
—
400-
e
\E/ 152 dias 172 dias 192 dias 212 dias
I 3004 ~*~ Salina NAL O NAT N/A N/A
) B pacnes N/A * *x *oxk
IS - 4ug 4T1-VEs N/A ** A
2 2004 -©- 4ug 4T1-Ves + P. acnes * ok ok [ P
©
S
=
O 1004
>

0' T T T T T
9o o o o © o °
RN N TN SN S
Dias apés desafio tumoral

Fig. 2. Medicdo do peso corporal, peso tumoral, bago dos camundongos e volume tumoral.
(A) Peso corporal dos camundongos realizado semanalmente. (B) Pesagem do tumor nos
camundongos inoculados com tumor mamario e apés receber tratamento. (C) Peso do baco
dos camundongos inoculados com tumor mamario e apos receber tratamento . (D) Volume
tumoral verificados em dias alternados apés desenvolvimento do tumor, onde (* = p<0,05 vs
salina), ( ** = p< 0,01 vs salina), (*** = p<0,001 vs salina), (# = p<0,05 vs P.acnes) e (## =
p<0,01 vs P.acnes). Salina (n=3), P. acnes (n=3), 4 ug 4T1-VEs (n=4) e 4 ug 4T1-VEs + P.
aches (n=4).



36

3.3 Avaliacao da linfoproliferacdo apés contato com células 4T1 ou seu extrato celular

Para analises da linfoproliferacdo de esplendcitos totais apds co-cultivo com
células 4T1 integras ou seu extrato (e4T1), foi utilizado os dados de indice de divisao,
indice de proliferacdo e porcentagem de divisao.

Andlise do indice de divisdo dos linfécitos na presenca das células 4T1, os
esplendcitos coletados dos animais tratados com P.acnes apresentaram maior indice
de divisdo entre os grupos, porém nesta avaliagdo o grupo que recebeu o tratamento
4 ug 4T1-VEs + P. acnes demonstrou o menor valor de indice de divisao,
semelhantemente no indice de proliferacdo o perfil € mantido, ja na porcentagem de
divisdo ndo é observado alteracdo entre os grupos salina e P.acnes apresentando
maior porcentagem, seguida do grupo 4 ug 4T1-VEs e posteriormente 4 ug 4T1-VEs
+ P. acnes (Figura 3A).. Quando avaliado a linfoproliferacdo das células esplénicas
em contato com o extrato das células 4T1 foi observado o mesmo perfil nas avaliagcdes
de diviséo, proliferacao e porcentagem, dessa forma o grupo 4 ug 4T1-VEs + P. acnes
apresentou a maior propor¢do em comparagado aos grupos, assim como é observado
este aumento na salina, em relacédo a P. acnes e o grupo que recebeu tratamento 4
ug 4T1-VEs (Figura 3B).

Andlises dos linfocitos na auséncia do antigeno (células 4T1 ou seu extrato),
0os esplendcitos coletados dos animais que receberam salina apresentaram maior
indice de divisdo, porém na avaliagcdo de indice de proliferacdo e porcentagem de
divisdo o perfil foi semelhante, o grupo tratado com 4 ug 4T1-VEs + P. acnes
apresentou maior valor em comparacao a salina, e essencialmente a P. acnes, porém
0 grupo 4 ug 4T1-VEs nao apresenta divisao ou proliferagao celular, nas avaliagdes
de indice de divisdo, proliferacédo e porcentagem de diviséo (Figura 3C).

Com o intuito de analisar a resposta das células T, o percentual de linfécitos T
CD4 e CD8 iniciais nos camundongos de cada grupo de tratamento foi determinada.
Animais dos grupos tratados com P.acnes apresentam CDA4+ significativamente
diminuida (P.acnes: 38,7% e, 4 ug 4T1-VEs + P.acnes: 35,1%) em relacdo aos grupos
gue néo receberam P.acnes (salina: 46% e 4 ug 4T1-VEs: 44,1%) (Figura 3D). Ja na
resposta CD8 néo foram observadas alteracdes significativas entre os grupos (salina:
12%; P.acnes: 11,8%; 4 ug 4T1-VEs: 10,9% e 4 ug 4T1-VEs + P.acnes: 11%) (Figura
3D). Analises de linfocitos CD4+ apds incubacédo com e4T1, a porcentagem maior foi

vista no grupo 4 ug 4T1-VEs (58,3%), em comparacao aos demais grupos (salina:
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30,9%; P.acnes: 52,1% e 4 ug 4T1-VEs + P.acnes: 28,8%) (Figura 3E). Em relacdo
ao percentual dos linfocitos CD8+ as diferencas observadas entre os grupos foram
salina: 8,48%; P.acnes: 9,48%; 4 ug 4T1-VEs: 15,8% e 4 ug 4T1-VEs + P.acnes:
10,2% (Figura 3E).
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3.4 Perfil das respostas de anticorpos IgG1 e IgG2a em camundongos antes e ap0s

desafio tumoral

Os camundongos apos o desafio tumoral desenvolveram responsividade de IgG1,
com resposta Th2 dominante (0,096 no periodo basal e 0,119 apos desafio tumoral).
Ja o perfil IlgG2a se manteve constante antes e apés o desafio tumoral (0,202 no
periodo basal e 0,190 apds desafio tumoral), evidenciando uma auséncia de resposta
Th1 apos inoculacdo das células de adenocarcinoma mamario, o que corrobora com
o perfil das citocinas (Figura 4A).

Apés duas doses de tratamento com as VEs, apesar de apresentar um dado
apenas numeérico, sem significancia estatistica foi observado no grupo 4ug 4T1-VEs
aumento dos anticorpos IgG1 (0,90), evidenciando um padrdo de resposta Th2, em
comparacao aos demais grupos, e apds 14 dias de tratamento o aumento foi mais
acentuado (1,29) (Figura 4B). J4 os demais grupos ndo mostraram alteracao apos as
doses, quando observamos a resposta IgG1, mantendo o0 mesmo padrédo apos 7 e 14
dias do tratamento, como observado respectivamente nos outros grupos (salina: 0,33
e 0,32; P.acnes: 0,44 e 0,45 e 4ug 4T1-VEs + P.acnes: 1,02 e 1,01) (Figura 4B). Esses
valores séo ainda maiores quando comparados com as analises do IlgG2a (Figura 4C).
Quando observado o IgG2a, o grupo que recebeu 4ug 4T1-VEs + P. aches apresenta
responsividade evidenciada apés 14 dias de tratamento (0,73) em relagéo a primeira
dose de tratamento (0,42), que implica no padrdo de resposta Thl, o que era esperado
por expressar uma resposta imunolégica celular, mediada diretamente pelos linfécitos
T (Figura 4C). Os demais grupos, nao apresentaram alteracdes significativas apés 7
e 14 dias do tratamento respectivamente (salina: 0,38 e 0,39; P.acnes: 0,35e 0,44 e
4ug 4T1-VEs: 0,44 e 0,37) ( Figura 4C).
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3.5 Avaliacéo da producéo de citocinas no soro antes do tratamento, e no soro e tumor

apos tratamento

Com o intuito de verificar o padrédo de resposta imunologica antes e apés o
desafio tumoral e, apds tratamento com 4T1-VEs na auséncia ou presenca de P.
acnes, citocinas caracteristicas dos padrdes Thl, Th2 e Th17 em soro e tumor foram
avaliadas por citometria de fluxo. Conforme mostrado na Figura 5A, o0s niveis dessas
citocinas no soro dos animais de cada grupo foi avaliado, e apesar de néo apresentar
diferencas estatisticas, foi observado aumento numérico na producéo das citocinas
apos o desafio tumoral (Figura 5A). A producao das citocinas IL-10 e IL-4, (anti-
inflamatoérias, padrdo Th2), foram detectadas em maior quantidade no soro apos 7
dias dos camundongos serem desafiado com as células 4T1, 31 pg/mL e 17 pg/mL,
respectivamente em relacéo aos valores basal de 27 pg/mL e 13 pg/mL (Figura 5A).
IL-2 e TNF apresentaram um aumento discreto na producéao apos o desafio tumoral,
em contraste, a IL-6 e IFN-y n&o apresentaram alteracGes significativas no padréo de
expressao antes ou apos o desafio tumoral (Figura 5A).

Apos 21 dias do desafio tumoral (eutanasia), o grupo que recebeu o tratamento
com 4 ug 4T1-VEs + P. acnes apresenta aumento em todas as citocinas proé-
inflamatoria presente no soro, IL-2, TNF-a, INF-y, IL-6 (Figura 5B) em comparacao ao
grupo controle (grupo salina). J& para as citocinas envolvidas na resposta Th2, os
grupos que receberam tratamento com 4T1-VEs com ou sem P.acnes, apresentaram
uma auséncia total na producéo de citocina IL-10 (Figura 5B). No entanto, 0s grupos
gue receberam P.acnes apresentaram um aumento significativo na produgao da
citocina IL-4 quando comparamos com 0 grupo salina, e também é observado este
aumento em relagdo ao grupo que recebeu tratamento apenas com as 4T1-VEs
(Figura 5B).

Independente do tratamento, a producéo de citocinas foi maior no tumor
qgquando comparado ao soro. Neste caso, apenas a producdo da citocina anti-
inflamatoria, IL-10, foi detectada em maior quantidade no soro nos grupos nao
tratados quando comparado com 0s grupos que receberam tratamento (Figura 5B),
porém no tumor a producao de IL-10 foi maior no grupo tratado com 4ug 4T1-VEs e
tratado com 4ug 4T1-VEs + P. acnes (Figura 5C). Apesar da P. acnes induzir uma
resposta Thl, sabemos que os camundongos Balb/c apresentam uma predisposi¢cao

a resposta Th2, o que pode estar relacionando esta resposta.
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No tumor, a producéo de citocinas do padrdo Thl, TNF, IFN-y e IL-6 (Figura 5C),
apresentam uma resposta com menor producao no grupo salina em comparacgao dos
demais grupos. O IL-6 foi detectado em maior quantidade (Figura 5C). Ja no padrao
Th2, a producéo de IL-10 no tumor foi observado nos grupos que receberam
tratamento com 4T1-VEs com ou sem P.acnes (Figura 5C). Considerando os niveis
de citocinas proé-inflamatérias (TNF e IL-6) elas estdo em maior quantidade nos

tumores, sugerindo possivel predominio de respostas do tipo Th1l(Figura 5C).
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3.6 Avaliacéao histopatoldgica da progressao de lesdes e caracteristicas morfolégicas

O indice mitotico € um método eficaz para analise da proliferacdo celular,
assim foi observado que os animais do grupo salina apresentaram maior nimero das
divisGes celulares, 45 mitoses em 10 campos, em compara¢ao com 0s demais grupos
(Figura 6A). Observando os grupos P.acnes e 4 ug 4T1-VEs nao foi verificada
diferenca expressiva na contagem de mitose (28 e 30 respectivamente) (Figura 6A).
Sendo assim, 0 grupo que apresentou significativamente o menor indice mitético foi o
que recebeu o tratamento com as 4 ug 4T1-VEs + P. acnes (21 mitoses) (Figura 6A).

A avaliacdo da ocorréncia de necrose tumoral, foi realizada por método
histol6gico, o qual mostrou que animais do grupo tratado com 4 ug 4T1-VEs
apresentou menor area de tecido necrético (40,7%), e nos grupos salina e P. acnes
as respostas foram 57,8% e 49% respectivamente, ja 0 grupo que recebeu tratamento
com 4 ug 4T1-VEs + P.acnes a resposta necraotica foi de 52,2%, importante evidenciar
gue neste grupo temos a auséncia de um dado, pois néo foi possivel avaliar a amostra
de um camundongo, devido a material insuficiente.

Em relacéo a avaliagdo dos pulmdes tivemos em todos 0s grupos, pneumonia
intersticial e focos hemorragicos. Também foram realizadas as andlises de linfonodos
e baco, porém ndo foram observadas diferencas significativas nesses 6rgdos nos

diferentes grupos.
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4. DISCUSSAO

Recentemente, as VESs receberam muita atencdo, pois sdo ricas em
componentes biolégicos, como acidos nucléicos, lipidios e proteinas, que
desempenham papéis essenciais na regeneracado tecidual e na modificacdo de
doencas (YONG NG et al.,, 2022). Além de fornecer informacdes sobre a célula
originéria, e possuir capacidade de mediar comunicacao intercelular (Porcelli et al.,
2021).

Muitos tipos de células podem secretar vesiculas extracelulares, incluindo
células tumorais (SUN et al., 2018), sabemos que para obter VESs precisamos cultivar
as células de interesse. A fim de manter as células cultivadas em uma condi¢cao
saudavel para que continuem a liberar VEs, o soro fetal bovino (SFB) é adicionado
como um suplemento no meio de cultura celular. No entanto, o soro bovino contém
grandes quantidades de vesiculas extracelulares de origem bovina que dificultam o
estudo das VEs produzidas pelas células ndo bovinas cultivadas (PHAM et al., 2021;
BOST et al., 2022). Dessa forma, foi padronizada a producéo das VEs em meio sem
SFB, para garantimos a presenca de VEs apenas das nossas células de interesse, ou
seja 4T1-VEs.

Vesiculas extracelulares de células cancerosas tém potencial para serem
usados como vacinas contra o cancer (YONG NG et al., 2022), pois possuem um
grande namero de antigenos tumorais, que podem desencadear as respostas imunes
do hospedeiro para inibir o crescimento do tumor, ou também podem ser empregados
como biomarcadores no diagndstico de cancer, uma vez que contém carga que reflete
0 estado genético e mutacional do tumor (YONG NG et al., 2022, PORCELLI et al.,
2021). As VEs podem atuar no sistema imunologico, destacando uma nova estratégia
potencial para a pesquisa de vacinas contra o cancer, dessa forma as vacinas
terapéuticas representam uma opc¢ao viavel para a imunoterapia ativa de cancer que
visa tratar a doenca usando o proprio sistema imunoldgico (YONG NG et al., 2022,
PORCELLI et al., 2021).

Neste estudo, foram avaliados os efeitos das VEs no desenvolvimento do tumor
de células de adenocarcinoma mamario (4T1) para uma possivel descoberta de novos
alvos terapéuticos. O adenocarcinoma mamario murino 4T1 é um modelo
experimental muito utilizado na avaliacdo e apresenta melhor compreensédo da

biologia dos tumores. Trata-se de uma linhagem celular altamente tumorigénica e
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invasiva, onde sdo observadas metastases em diversos 6rgaos. A progressao da
doenca desse modelo € clinicamente semelhante ao cancer de mama avancado em
humanos e, como resultado disso, 0 modelo de metastase de cancer de mama 4T1 é
amplamente utilizado em estudos pré-clinicos (YANG et al., 2020). Em paralelo,
gquando pensamos em um modelo de cancer de mama que acomete humanos,
sabemos que um dos tipos mais agressivos € o triplo negativo, pois tem crescimento
rapido, maior probabilidade de disseminar e maior chance de recidiva apés tratamento
(ACS, 2023). Devido a esta comparacdo, e por ser cancer que tém capacidade
metastatica espontanea escolhemos o modelo 4T1 para o estudo.

Como modelo experimental foi utilizado camundongos Balb/c, jA& que os
mesmos tém sido amplamente empregados para investigacdo em cancer de mama
(LOFGREN et al., 2018, SALIMI et al.,, 2020). Assim, os camundongos foram
desafiados com células de adenocarcinoma mamario, e posteriormente tratados com
VESs, observarmos que o peso corporal ndo apresentou variacdo significativas entre
0s grupos ao decorrer dos dias, e a alteracao vista provavelmente esta ligada com o
desenvolvimento do tumor. Os camundongos do grupo salina apresentaram em geral
0 peso maior entre 0s grupos, mas vale ressaltar que os animais ja vieram do centro
CEDEME com essa diferenca de peso. O baco faz parte do sistema linfatico e tem
como funcéo retirar da circulagéo células envelhecidas ou danificadas e auxiliar na
resposta imunoldgica, aumentando a producgéo de anticorpos e de glébulos brancos
que atuam diretamente na defesa do organismo (CAMPBELL et al., 2018),
observamos que o grupo 4 ug 4T1-VEs apresentou 0 menor peso de baco em relacao
aos demais grupos, 0 que pode estar relacionado com a resposta imunolégica dos
animais, vale ressaltar que apesar deste dado o bagco mantem sua funcao preservada.
Nossos resultados mostraram que o peso da massa tumoral e volume tumoral nos
camundongos tratados com 4 ug 4T1-VEs diminuiu significativamente quando
comparado com o controle. O volume tumoral é um dos parametros mais importantes
para demonstrar a eficacia do tratamento, portanto, muitos estudos relatam o volume
final do tumor (SALIMI et al., 2020).

Com taxa de incidéncia de cancer de mama aumentando anualmente, 0 mesmo
cenario € observado na pesquisa de novos tratamentos, sendo explorado o0s
tratamentos mais personalizados, com a esperanca de minimizar os efeitos colaterais
e melhorar as taxas de sobrevida (ANASTASIADI et al., 2017). As vacinas

terapéuticas visam gerar imunidade mediada por células, representam uma opcao
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viavel para a imunoterapia ativa contra o cancer que objetiva tratar a doenca usando
0 proprio sistema imunolégico do paciente (CHUNGING et al., 2013; HANCOCK et al.,
2018). Porém para potencializar a resposta imunoldgica, o uso de adjuvantes é uma
das estratégias na producao dessas vacinas, para acelerar, prolongar ou aumentar as
respostas imunologicas especificas do antigeno (Yan et al., 2019). No presente estudo
foi usado o P.acnes como adjuvante, pois exerce efeitos imunomoduladores
aumentando as atividades fagocitica e tumoricida de células efetoras, além de
desencadear um padrao particular de producao de citocinas que leva o0 seu uso como
indutor da resposta Thl, caracterizada por desencadear resposta celular potente
(Gambero et al., 2016; ISHIMURA et al., 2018).

Dessa forma, frente ao estimulo das citocinas pré-inflamatérias (IL-2, TNF-a,
INF-y, IL-6) os resultados aqui apresentados, mostram aumento no Soro,
principalmente no grupo que recebeu tratamento 4 ug de 4T1-VEs + P. acnes. Ja para
as citocinas envolvidas na resposta Th2 (anti-inflamatério) todos os animais que
receberam tratamento com VEs ndo apresentaram producao de citocina IL-10 no soro.
As células T auxiliares em repouso (ThO) podem se diferenciar em Thl ou Th2
conforme as citocinas produzidas, Thl sdo responsaveis pela sintese de IL-2, IFN-y,
TNF e IL-6, todas aumentam a resposta inflamatoéria, o qual corrobora com nossos
resultados, enquanto que Th2 tem como caracteristica a produgéo de IL-10 e IL-4
(VARELLA e FORTE, 2001).

A funcéo das células Thl e Th2 depende da secrecao de diferentes citocinas
(ZHANG et al., 2017). Para investigar as citocinas associadas aos perfis de respostas
Thl e Th2, andlises no tumor e no soro foram realizadas, os dados obtidos mostraram
uma quantidade maior de citocinas no tumor quando comparada aos niveis séricos,
principalmente da interleucina IL-6, que influencia respostas imune antigeno
especificas e reacfes inflamatdrias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda
da inflamagcdo (VARELLA e FORTE, 2001, ZHANG et al., 2017). O aumento
significativo da expressao de citocinas Th1l (incluindo IL-2 e IFN-y) e diminuicdo dos
niveis de citocinas Th2, principalmente IL-10 nos niveis séricos, € compreensivel
devido ao fato de Thl e Th2 serem mutuamente inibitorios.

Os camundongos apds o desafio tumoral apresentaram resposta Th2, e assim
predominou os anticorpos IgG1l. Ja quando avaliamos o IgG2a antes e ap0és desafio
tumoral o perfil permaneceu. Embora os canceres muitas vezes tenham impacto na

imunidade do hospedeiro, o inverso também € verdadeiro, uma vez que as condicdes
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inflamatorias geralmente precedem o desenvolvimento de malignidades (GUO et al.,
2020), portanto observando a resposta Th2 que tem responsividade anti-inflamatoria,
os anticorpos IgG1 apresentam um padrdo de resposta Th2 que aumentaram apos
tratamento, e de forma acentuada ap6s a segunda dose, mesmo nos grupos com
P.acnes. Avancgos recentes em adjuvantes aceleraram o desenvolvimento de vacinas
contra o cancer e este tende a induzir respostas imunes mais fortes do que a entrega
de antigenos soluveis (ZHANG, 2018). Sabemos que o adjuvante utilizado, P. acnes,
desencadeia uma resposta Thl, e assim observamos que o grupo que recebeu 4ug
4T1-VEs + P. acnes, apresentou responsividade evidenciada de IgG2a apés 14 dias
de tratamento, que implica no padrdo de resposta Thl, que era de nosso interesse,
por apresentar uma resposta mais especifica contra o tumor.

Com a finalidade de compreender se os linfécitos T geraram memodria,
avaliamos a atividade linfoproliferativa das células T em frente aos tratamentos, e
assim, foi observado que os grupos os quais receberam P.acnes (P.aches e 4 ug 4T1-
VEs + P. acnes) apresentaram maior atividade linfoproliferativa ap6s 48 horas de
incubagcdo. Porém, quando estimulados com o e4T1, verificamos nos grupos que
receberam as VEs aumento da linfoproliferacdo, e de maneira mais acentuada com
grupo 4 ug 4T1-VEs, isso nos demonstra que neste grupo a resposta linfoproliferativa
contra 0 antigeno foi maior, e curiosamente foi observado que neste mesmo grupo
ocorreu a inibicdo do crescimento do tumor. O mesmo cenario ocorre na analise de
citotoxicidade, quando comparamos 0s grupos, porém em todos 0s grupos nao foi
observado atividade linfoproliferativa apos 48h de incubacédo com as 4T1, talvez para
melhor avaliacdo seria melhor estudar os valores apdés 24 horas de incubacgéo
também, assim poderiamos verificar o declinio dessa resposta em frente as células
4T1.

Entre as células T efetoras, temos os linfocitos T auxiliadores (helper) e os
linfécitos T citotdxicos, que carregam em suas superficies moléculas de CD4 e CD8,
respectivamente. As células Th CD4+ sdo orquestrantes da resposta imune,
reconhecendo antigenos externos, e ativando outros caminhos da resposta imune
mediada por células com o intuito de erradicar o patdégeno. As células T CD8 lisam as
células-alvo que apresentam fragmentos antigénicos, ligados a moléculas MHC de
classe | (DELVES et al., 2000; SHARP, 2014). De uma forma ja esperada, os linfocitos
CD4 apresentaram maior propor¢cdo em comparacdo aos CD8 apds estimulo com

e4T1, principalmente no grupo que recebeu 4 ug de 4T1-VEs.
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Nas ceélulas cancerigenas ocorrem anomalias durante o ciclo celular,
a mitose perde o seu controle crescendo cada vez mais originando um tumor. Assim,
essa alta taxa de proliferacdo é uma caracteristica do préprio cancer (RODRIGUES,
2014). Os numeros mais altos de mitose no grupo salina corroboram com o0s
resultados do volume tumoral, observamos em ambos 0s casos o aumento neste
grupo em relacdo aos quais receberam tratamento. Quando foi verificado a necrose
tumoral, que s&o focos de morte celular comumente observados como resultado de
vascularizacdo inadequada e subsequente estresse metabdlico, como hipdxia e
privacdo de nutrientes, e € frequentemente associada ao desenvolvimento tumoral
agressivo e metastatico, considerando uma indicacdo de mau progndstico de
pacientes com cancer de mama (Liu e Jiao, 2020), também é observado a maior
porcentagem no grupo salina quando comparamos com 0S grupos que recebeu
tratamento, mas neste caso a menor porcentagem foi apresentada no grupo que
recebeu 4ug 4T1-VEs.

Contudo, em relacdo aos parametros imunoldgicos, o tratamento com as VEs foi
capaz de inibir o crescimento do tumor, este estudo inicial nos demonstra que ogrande
avanco das vacinas terapéuticas, ndo apenas fornece uma nova modalidade de
tratamento para o cancer, mas também abre o caminho para a concepcédo e

otimizacdo de futuras vacinas com eficacia anticancer aprimorada.

5. CONCLUSAO

» Células 4T1 apresentam maior liberagdo de VEs em sobrenadantes de cultura
apos 20 horas;

» A4T1-VEs podem ser promissoras para elaboracéo de vacinas terapéuticas, uma
vez que interferem com crescimento tumoral provavelmente pela ativagao de

respostas celulares especificas, eficientes e que geram memoria;
6. CONFLITOS DE INTERESSE
Os autores declaram que a pesquisa foi conduzida na auséncia de relacdes

comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito

de interesses.
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