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RESUMO

O ambiente gerado pela estimulacao crénica do sistema imune pode gerar plasticidade celular, seja
localmente ou sistematicamente. 1sso ocorre devido a mecanismos genéticos e epigenéticos que levam
a uma diversidade de fendtipos e padrGes de mecanismos imunoldgicos, que podem atuar em
prognosticos e eficacias terapéuticas.Anteriormente, este grupo demonstrou que linfécitos T auxiliares
poderiam expressar IL-12 em pacientes com cancer ginecologico e de mama avangado. Agora, no
presente estudo, isolamos por citometria de fluxo as células T auxiliares positivas para IL-12 (Th IL-
12+) no sangue periférico de 35 pacientes com céancer ginecoldgico e de mama avancado, e
verificamos, por qPCR, a expressao génica dos fatores de transcricdo T-bet, GATA-3, RORyt e FoxP3
nesse fendtipo celular. Além do mais, analisamos in vitro se Th IL-12+ poderia ser induzida em
amostras de pacientes ndo oncoldgicos, quando em contato com o soro obtido de amostras dos
pacientes com cancer avangado. Assim, demonstramos que os subtipos tumorais, assim como a idade
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das pacientes avaliadas nesse estudo, ndo influenciaram na presenca de Th IL-12+. Demonstramos
ainda que o fen6tipo de estudo expressa o fator RORyt e que o soro de pacientes com cancer avancado
é capaz de induzir a diferenciacdo de Th IL-12+. Portanto, esse trabalho fornece indicios de que os
linfocitos T auxiliares produtores de IL-12 podem ser um tipo celular que ocorre em condic¢des de
estimulacdo cronica do sistema imune, e que se estudado de forma mais abrangente, pode vir a se
tornar um possivel indicador de prognostico da cronicidade da doenga. Porém, novas investigacoes
s80 necessarias para entender os reais mecanismos moleculares e/ou epigenéticos que podem estar
associados a esses linfocitos.

Palavras-chave :Imunologia, cancer, resposta imune, resposta antitumoral, interleucina-12.

ABSTRACT

The environment generated by chronic stimulation of the immune system can generate cellular
plasticity, either locally or systematically. This occurs due to genetic and epigenetic mechanisms that
lead to a diversity of phenotypes and patterns of immunological mechanisms, which can act in
prognosis and therapeutic efficacy.Previously, this group demonstrated that helper T lymphocytes
could express IL-12 in patients with advanced gynecological and breast cancer. Now, in this present
study, we isolated 1L-12 positive T cells (Th 1L-12+) by peripheral blood from 35 patients with
advanced gynecological and breast cancer by flow cytometry and verified, by gPCR, the gene
expression of the transcription factors T-bet, GATA-3, RORyt and FoxP3 in this cell phenotype and
we verified the relationship of this cell phenotype by tumor subtypes and the age of the patients.
Furthermore, we analyzed in vitro whether Th IL-12+ could be induced in samples from non-cancer
patients when in contact with the serum obtained from samples from patients with advanced cancer.
Thus, we demonstrated that the tumor subtypes, as well as the age of the patients evaluated in this
study, did not influence the presence of Th IL-12+. We also demonstrated that the study phenotype
expresses the RORyt factor and that the serum of patients with advanced cancer is able to induce the
differentiation of Th IL-12+.Therefore, this work provides evidence that the auxiliary T lymphocytes
that produce IL-12 may be a cell type that occurs under conditions of chronic stimulation of the
immune system, and that if studied more comprehensively, it may be a possible prognostic indicator
of chronicity of the disease. However, further investigations are necessary to understand the real
molecular and/or epigenetic mechanisms that may be associated with these lymphocytes.

Keywords
Immunology, Cancer, Immune response, Antitumor Response, Interleukin-12.

1 INTRODUCAO

O principal mecanismo de erradica¢do do tumor na resposta imunoldgica antitumoral envolve
linfécitos T citotdxicos (CTL; CD3+CD8+). Porém, os linfocitos T auxiliares (Th; CD3+CD4+),
quando ativados, fornecem sinais para o desenvolvimento de T CTL. Os Th sdo caracterizados como
ceélulas da resposta imunologica adaptativa, produtoras de diversas citocinas. Possuem a propriedade
de se diferenciarem em subconjuntos distintos, a depender do padrdo de estimulagéo recebido. Assim,
os Th sdo parte essencial do desencadeamento de respostas imunolégicas eficientes. O desequilibrio
entre seus diferentes clones pode levar ao desenvolvimento e/ou manutencgéo de processos patoldgicos
especificos, como o cancer (FONSECA; DRANOFF, 2008).
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Diferentes parametros sdo usados para diferenciar os subgrupos de linfocitos Th, como o perfil
transcricional e as citocinas secretadas (MURPHY; STOCKINGER, 2010). Nesse contexto, T-bet € o
principal fator de transcrigdo descrito na caracterizagdo de linfocitos Thl (LAZAREVIC;
GLIMCHER; LORD, 2013), GATA-3 para Th2 (XIE et al., 2015), RORyt para Th17 (ZHENG, 2013)
e FoxP3 para os linfécitos T regulatorios (Treg) (RICCIARDELLI et al., 2008).

Das diversas citocinas produzidas pelo sistema imunoldgico, a interleucina-12 (IL-12) é uma
citocina crucial na diferenciacdo do fendtipo Thl, desempenhando papel regulador nas interacdes que
ocorrem entre as células da resposta imune. Porém, ndo ha estudos que demonstrem a secrecédo de IL-
12 por células Thl, uma vez que sua fonte primaria é observada em macrofagos ativados e células
dendriticas (TRINCHIERI, 1995).

Anteriormente esse grupo demonstrou que pacientes com cancer em estagios avancados
submetidos a imunoterapia com células dendriticas autélogas apresentavam expressdo de I1L-12 em
linfocitos Th periféricos (RODRIGUES et al., 2011). Um estudo adicional demonstrou que a IL-12
foi expressa e sintetizada por linfocitos Th de amostras de sangue periférico de pacientes com cancer
ginecoldgico e de mama avangado. O mesmo foi observado em camundongos com tumores de mama
induzidos pelo 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) (MICHELIN et al., 2013).

No entanto, ainda ndo é claro se o sitio tumoral e a idade das pacientes, assim como outros
possiveis fatores, ndo mencionadas nesse trabalho, possuem correlacdo com esse fenétipo celular. E
mais, se o fato da estimulacdo cronica do sistema imune pela presenca de células tumorais sustentaria
a presenca desse fen6tipo. Também ndo ha dados de qual subgrupo de Th estd associado a essa
producdo de IL-12.

Vale ressaltar que a pesquisa basica da caracterizacdo de células imunes pode favorecer o
entendimento de possiveis adaptacdes ou heterogeneidade celular capazes de modular 0s mecanismos
imunes. Essas informages a curto e médio prazo podem ser incorporadas como possiveis marcadores
da atividade do sistema imune, auxiliando no manejo clinico adequado dos pacientes. Além de que, a
verificacdo da rede transcricional € fundamental para entender como condi¢es crénicas, como o
cancer, podem atuar no sistema imunolégico.

Diante dessas informacOes, o objetivo desse estudo foi avaliar a presenca de células T
auxiliares produtoras de IL-12 (Th I1L-12+) e a sua expressdo quanto aos fatores de transcricdo T-bet,
GATA-3, RORyt e FoxP3 em amostras de pacientes com cancer avangado. E ainda verificar se fatores
séricos dos pacientes poderiam contribuir para o desenvolvimento desse fenétipo, visto que partimos
da ideia de que a producéo de IL-12 por linfocitos T auxiliares ocorre em situagdes de estimulagdo

cronica do sistema imunoldgico.
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2 MATERIAIS E METODOS
Sujeitos da pesquisa — pacientes e controles

Amostras de sangue periférico foram coletadas de pacientes com céncer ginecoldgico e de
mama em estdgio avancado na Clinica de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON).
Foram incluidas 35 pacientes (faixa etaria entre 36 e 83 anos; média 58,02) com diagndstico de cancer
avancado e que nao receberam tratamento ou que haviam finalizado o tratamento no minimo ha 2
meses. Os sitios primarios dos tumores foram os seguintes: Cervical uterino (n=09), Endométrio
(n=06), Ovario (n=05), Vulva (n=03) e Mama (n=12). As amostras do grupo controle foram obtidas
de 15 doadoras, com idades entre 23 e 70 anos, sem historico de processos patoldgicos nos altimos
seis meses. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (protocolo
n° 683-2006) e todos os sujeitos envolvidos foram informados sobre as inten¢bes da pesquisa e
confirmaram a adesdo por meio de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os procedimentos
realizados no estudo estdo de acordo com a Declaracdo de Helsinque (1964), com suas posteriores

alteracdes.

Ensaios in vitro: cultura de células mononucleares de sangue periférico e soro

Amostras de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) dos controles saudaveis
foram colocadas em meio de cultura com soro sanguineo (BS), para investigacdo se fatores séricos
das pacientes com cancer avancado estariam envolvidos na presenca do fenotipo em andlise. Os
leucacitos foram separados por solugéo Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare®) e submetidos a duas
lavagens em solucdo RPMI incompleta (Sigma-Aldrich®) a 805xg, 4°C por 10 minutos. As células
foram incubadas em garrafas de cultura (32,5 x 10°® células em um volume de 7,5 mL) em solugio
RPMI completa (Sigma-Aldrich®) contendo 0,24% HEPES, 10% soro bovino fetal, 1% L-glutamina,
1% gentamicina/estreptomicina, 0,1% 2-mercaptoetanol, 0,22% de bicarbonato de sédio e 0,1%
piruvato de sodio, e mantidos a 5% CO», a 37°C. Ap0s 4 horas, 1/3 das culturas foram estimuladas
com 300 uL de BS de controles saudaveis (BS-1), 1/3 estimuladas com BS de pacientes com cancer
avancado (BS-Il) e os restantes 1/3 ndo receberam nenhum tipo de estimulo (non-BS). As
concentragdes do BS ndo foram previamente averiguadas. Apds 48h de incubacéo, as células foram

submetidas protocolo de citometria de fluxo.

Citometria de fluxo

As amostras de sangue periférico dos pacientes e controles foram coletadas, o soro foi separado
por centrifugacdo e mantido a -80°C até 0 uso nos experimentos in vitro. As celulas leucocitarias
foram analisadas por citometria de fluxo (pacientes controles, pacientes com cancer avanc¢ado e oS
grupos das culturas celulares). Os dados foram adquiridos em FACSAria I1ITM BD com principio de
~ Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p.87994-88005 nov. 2020.  ISSN 2525-8761
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sorting (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). As marcagdes foram feitas com uso de anticorpos
BD Pharmigen™: para marcagdes extracelulares utilizamos CD3 FITC e CD4 PerCP.Cy 5.5, e para
marcages intracelulares utilizamos IL-12 PE. Os respectivos marcadores de isotipos também foram
utilizados. As amostras CD3+CD4+1L-12+ dos pacientes com céncer ainda foram separadas, de
acordo com instrucdes do equipamento, e posteriormente foram submetidas a extracdo e RNA,
confeccdo cDNA e analise por qPCR.

Estratégia de Gating: os linfocitos foram inicialmente bloqueados com base no tamanho e
granularidade (FSC x SSC). Na populacéo de linfécitos foi selecionada uma gate para isolar as células
CD3+. A partir dessa gate, uma anélise CD4 vs. 1L-12 foi determinada para avaliacdo das células
duplamente positivas (aquisicao de células T CD3+CD4+1L-12+).

ExtracOes de RNA e RT-gPCR (quantitative reverse transcription Polymerase Chain Reaction)

As células T CD3+CD4+IL-12+ de pacientes com cancer obtidas por sorting (FACSAria
IITM BD com principio de sorting), tiveram o RNA total isolado usando TRIzol® (Thermo Fisher
Scientific®). O RT-gPCR foi realizado em ensaio de duas etapas. O DNA complementar (cDNA) foi
obtido de acordo com o protocolo da Reverse Transcriptase SuperScript® Il (Inviritrogen®). A
expressdo génica foi determinada utilizando GoTaq gPCR Master Mix with BRYT Green®
(Promega®). B-actina foi utilizada como gene para a normalizagdo da expressdo do gene alvo. Os
primers especificos usados foram: p-actina (temperatura anelamento: 60°C) - forward,
GTGGGGCGCCCCAGGCACCA e reverse, CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC; T-bet
(temperatura anelamento: 58°C) -  forward, CGGCTGCATATCGTTGAGGT e reverse
GTCCCCATTGGCATTCCTC; GATA-3 (temperatura anelamento: 57.5°C) - forward
TCATTAAGCCCAAGCGAAGG e reverse GTCCCCATTGGCATTCCTC; RORyt (temperatura
anelamento: 61°C) - forward GCAGCGCTCCAACATCTTCT e reverse
ACGTACTGAATGGCCTCGGT; e FoxP3 (temperatura anelamento: 58°C) - forward
CACCTGGCTGGGAAAATGG e reverse GGAGCCCTTGTCGGATGA. A sequéncia de primers
foram obtidas em LIN et al., 2015 (LIN et al., 2015). A anélise da expressédo génica foi realizada no
7900HT Fast Real-Time PCR (Life Technologies®) e os resultados analisados por SDS 2.4, Inc.

software. Os dados foram expressos/representados por quantificacdo relativa.

Analise estatistica

Para analises comparativas entre grupo controle e cancer foi utilizado Mann-Whitney. Para as
analises entre os diferentes tipos de tumores do grupo cancer foi utilizado Kruskal-Wallis com pds
teste de Dunn. Correlacdo de Pearson e regressdo linear foram realizadas para determinar as
correlagdes entre a porcentagem de gate de Th IL-12+ com a idade, e a expressao génica de RORt,
apenas em pacientes com cancer. Para todas as analises, p<0,05 foi considerado significativo.
~ Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p.87994-88005 nov. 2020.  ISSN 2525-8761
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3 RESULTADOS
Linfécitos T auxiliares de pacientes com cancer em estagio avangado expressam IL-12 e o fator
de transcri¢do RORyt

Inicialmente foi observada a presenca de linfocitos Th IL-12+ em amostras de PBMC por
citometria de fluxo. Observou-se que a porcentagem de gate de linfocitos T que expressam IL-12 foi
significativamente maior em pacientes com cancer (17,30; 1,50 — 58,80) em comparagéo aos controles
saudaveis (0,23; 0,01 — 1,38) (p<0,0001; Figura 1A). Ndo foi observada significancia na avaliagcdo das
porcentagens de gate entre os diferentes tipos de tumores que compunham o grupo cancer (p = 0,6353;
Figura 1B). Na correlacdo entre percentual de Th IL-12+ e a idade das pacientes do grupo cancer néo
foi observada significancia (r=-0,2685; p=0,1188; Figura 1C). Esses achados nos levam a crer que 0
desenvolvimento/aparecimento de Th IL-12+ pode estar relacionado ao estagio avancado da doenca e

ndo algum subtipo especifico de tumor, e tampouco a idade das pacientes.

Figura 1. Expressdo de IL-12 por linfocitos T CD3+CD4+ no sangue periférico de pacientes com céancer e a influéncia da
idade ou do tipo de cancer. A. Porcentagem da expressdo de IL-12 em linfécitos T CD4+ obtidos de amostras de sangue
periférico de pacientes com tumor e controles, com dupla marcagdo. B. Porcentagem de CD3+CD4+1L-12+ por subtipos
de cancer analisados neste estudo (p=0,6353). C. Correlagdo entre a idade do paciente e a porcentagem de CD3+CD4+IL-
12+, ***p<0,0001. IL-12, interleucina-12.

A
2
] 80
&\a’ *k¥k
:t‘ 60— —
)
=
§ 40 C
5 5
[«] et
20 o} -
£ o 80 r=-0.2685
g‘ . I 2 p=0.1188
1 T + 60 L
= Control Cancer s
=
0 40
Q
g
)
B S 204
o3
Breast-] I—D:—| £
=
J oo .
0 100

Uterine Cervical-] Age (years)

Ovarian- ﬂ:—l
Vulval I-|—|
1 1 I 1
0 20 40 60 80

Th Lymphocytes IL-12+ (% Gate)

Os Th IL-12+ (CD3+CD4+1L-12+) identificados na citometria de fluxo no grupo cancer foram
separados por sorting e submetidos a extracdo de RNA total para realizacdo de RT-gPCR para 0s
genes de fatores de transcri¢do chave de subtipos de Th, T-bet, GATA-3, FoxP3 ¢ RORyt. Além das
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citocinas secretadas por cada subtipo de Th, os fatores de transcricdo sdo considerados marcadores
moleculares dos diferentes fendtipos. B-actina foi utilizada como gene controle endogeno. Foi
observado que todas as 35 amostras do grupo cancer expressavam o fator de transcrigdo RORyt (4,280;
1,033-9,928) e apenas trés amostras expressavam o fator de transcricdo T-bet. Nenhum nivel de
expressdo génica para os fatores de transcricio GATA-3 e FoxP3 foi detectado para essa técnica
(Figura 2A).

Analisando os niveis de expressdo de RORyt por cada grupo de tumores, ndo foi observada
significancia (p=0,1517; Figura 2B). Além disso, ndo foi observada significancia na correlacdo entre
RORyt e a porcentagem de Th IL-12+ (r =-0,1275, p = 0,4654; Figura 2C).

Figura 2. Expressdao de RORyt por linfécitos T CD3+CD4+IL-12+ obtidos de pacientes com céncer e correlagdo com 0s
subtipos. A. Quantificacdo relativa de FoxP3, GATA-3, RORyt, ¢ T-bet de PBMC em pacientes com céancer. B.
Quantifica¢do relativa de RORyt pelos subtipos de cancer analisados neste estudo (p=0,1517). C. Correlagdo entre a
quantificacdo relativa de RORyt e a porcentagem de CD3+CD4+IL-12. PBMC: células mononucleares do sangue
periférico (do inglés: Peripheral Blood Mononuclear Cells). Quantificagdo relativa representada por AACt (Ct: Cycle
Threshold).
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Os fatores séricos em pacientes com cancer avangado podem induzir a diferenciacéo de linfécitos
T CD3+CDA4+ IL-12+

Buscando entender as condigdes que Th IL-12+ estdo presentes, foi realizada a incubacéo de
PBMC de doadores saudaveis com o soro dos pacientes do grupo cancer desse estudo. Desta forma,
PBMC dos doadores saudaveis foram mantidas em cultura por 48h, sob trés diferentes condi¢des: non-
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BS (células sem nenhuma estimulagdo com soro), BS-I (células estimuladas com soro de pacientes
saudaveis) e BS-I1 (células estimuladas com soro de pacientes com cancer avangado). Em seguida, as
celulas foram avaliadas por citometria de fluxo para os marcadores CD3, CD4 e 1L-12.

Foi observado um aumento significativo na porcentagem de Th 12+ em BS-I1 (0,88; 0,2 — 7,05)
em comparacdo com BS-I (0,53; 0 - 30) e non-BS (0,30; 0 - 2,29) (p=0,0029; Figura 3A). Esses
resultados sugerem que a presenca de fatores séricos em pacientes com cancer avancado pode induzir
a diferenciacdo de Th IL-12+. Na analise da intensidade média de fluorescéncia (MFI) da IL-12 ndo

foram encontradas alteragdes significativas (p=0,9260; Figura 3B).

Figura 3. Inducéo in vitro de IL-12 pelos linfocitos T CD4+ em PBMC de doadores saudaveis com soro de pacientes com
cancer. A. Porcentagem de linfécitos T CD3+CD4+IL-12+. B. Intensidade de fluorescéncia de I1L-12 representada por
MFI. **p=0,0029. MFI: Intensidade Média de Fluorescéncia (do inglés: Mean Fluorescence Intensity). Non-BS: controle
negativo, com células sem incubacdo com soro; BS-I: controle positivo, com células incubadas com soro de pacientes
saudaveis; BS-I1: células incubadas com soro de pacientes com cancer avancado. PBMC: células mononucleares do sangue
periférico (do inglés: Peripheral Blood Mononuclear Cells).
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4 DISCUSSAO

As diferentes interacfes entre celulas imunes e células tumorais ndo sdo totalmente
compreendidas. Neste trabalho e em outros desenvolvidos pelo grupo, foi demonstrado que as células
T auxiliares possuem capacidade de expressar IL-12 intracelularmente. Entdo, de acordo com 0s
resultados aqui demonstrados, foi observado que a porcentagem desses linfocitos € maior em pacientes
com cancer avangado em comparagdo a individuos saudaveis. Na analise da expressdo génica,
observou-se ainda que T auxiliares produtoras de IL-12 expressam o fator de transcrigdo RORyt, com
excecdo de trés amostras, que além de RORyt também expressam T-bet.

A resposta imune antitumoral em varios tipos de carcinomas € mediada por IL-12, sendo essa
citocina uma potencial candidata em imunoterapias tumorais, por ativar tanto respostas imunes inatas
quanto adquiridas. No entanto, ndo ha relacdo da producéo de IL-12 com RORyt. Na realidade, estudos
demonstraram que a IL-12 regula a expressdao de RORyt negativamente (LAZAREVIC; GLIMCHER;
LORD, 2013; LEXBERG et al., 2008; MUKASA et al., 2010), o que néo justificaria situagdo em via
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oposta, ja que a maioria das producdes de citocinas acontece também por uma alca de
retroalimentacao.

Embora RORyt seja descrito como um fator de transcri¢do em células Th17, junto a RORa
(YANG et al., 2007), vale ressaltar que a expressao de citocinas por um perfil celular ndo é apenas
determinada por reguladores Unicos e especificos (YANG et al., 2008). E mesmo que ja se tenha
demonstrado a plasticidade dos linfocitos T auxiliares, incluindo Th17 e o fator RORyt, nenhum caso
ainda os correlacionam com a sintese de IL-12. Pois 0 observado é que essa citocina inibe esse fator.
No entanto, vale ressaltar que o cancer modifica 0 hospedeiro sistematicamente, desencadeando
mecanismos que néo sao claros.

Em trés amostras foi verificada expressdo simultinea de RORyt e T-bet. Alguns estudos
mostram que a capacidade de Th17 em se diferenciar em Thl ocorre em alguns microambientes,
consequentemente mudando o perfil de citocinas que é secretado por essas células (LAZAREVIC;
GLIMCHER; LORD, 2013). Quando as células Th17 respondem a IL-12, elas sdo convertidas em um
fendtipo Th17/Thl que expressa RORyt, T-bet, CXCR3, CCR6, CD161 e IL-23R. A presenca
continua de IL-12 converte células Th17/Th1l em um fenédtipo Thl (semelhante a Thl). No entanto,
esse mecanismo ainda ndo foi totalmente descrito (COSMI et al., 2008; LAZAREVIC; GLIMCHER,;
LORD, 2013; WANG, Yan et al., 2014).

Nas buscas junto a literatura ndo foram encontrados dados referentes a expressdo de IL-12 em
Th. Porém ainda ndo é possivel afirmar que T auxiliares produtoras de I1L-12 estdo presentes apenas
em pacientes com cancer ginecoldgico e de mama avancados. Esses achados levantam o
questionamento se essa observacgdo esta relacionada a outras doencas cronicas, ou ainda se pode ser
uma forma que o sistema imune articulou para adaptar-se a atividade tumoral ou até mesmo um
marcador da exaustacdo do sistema imune.

Assim, quando os leucdcitos de doadores saudaveis sdo incubados com o soro de pacientes com
cancer avancado, foi observada uma diferenciacdo marcante de células Th produtoras de IL-12. O
mesmo nédo foi encontrado em culturas estimuladas com soro de individuos saudaveis. Esses dados
indicam a presenca de alguns fatores séricos em pacientes com cancer, capazes de promover a
diferenciacdo do fenétipo T CD3+CD4+IL-12 + in vitro.

Kuka et al. demonstraram que TCR af+ de células de bagco de camundongos e sangue periférico
humano (expressando CD11c e MHC Il) expressaram IL-12 quando estimulados com ativadores
policlonais (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012). No entanto, é importante considerar que as
culturas deste trabalho foram realizadas com leucocitos totais e ndo apenas linfocitos, o que pode
indicar que algum outro mecanismo possa ter influenciado na geracéo de Th produtoras de 1L-12.

Apesar de estudos indicarem a influéncia da idade nas interacdes do sistema imune, (DJIKIC et
al., 2014; FRANCESCHI et al., 2007; FULOP et al., 2016; WANG, Ying et al., 2019; WILSON et
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al., 2017), nos dados desse trabalho néo foi estabelecida uma relacdo entre idade (envelhecimento) e
a presenca de células Th produtoras de IL-12. Também néo foi observada diferenca estatistica na
porcentagem do fendtipo entre os tipos de tumores. 1sso leva a crer que ndo é o tipo de tumor, mas o
estagio avancado da doenca, que leva ao aparecimento da célula estudada.

Estudos tém demonstrado que processos patolégicos crénicos, como o cancer, fazem com que
as células T sejam expostas a sinais inflamatorios persistentes. Isso esta associado ao declinio da
funcéo das células T, levando a um estado alterado de diferenciacdo, denominado deplecéao das células
T. Esse estado se manifesta com vérias caracteristicas, como perda progressiva das funcGes efetoras,
regulacdo positiva de multiplos receptores inibitorios, expressdo alterada de fatores de transcricao e
alteracdes metabdlicas (WHERRY; KURACHI, 2015).

A compreensdo de como ocorre a coordenacgdo transcricional da exaustdo de células T, e de
como as redes transcricionais podem mudar ao longo do tempo, avangou no &mbito da epigendmica.
Principalmente para entender em que contexto atuam os fatores de transcrigdo, afinal, ainda ndo
existem dados sobre o panorama epigenético para células T depledadas (WHERRY; KURACHI,
2015). A questao real é se a abordagem de reprogramacéo mudaria as fun¢ées como sabemos. Embora
este seja um ponto importante, a forma dessa abordagem pode ser um desafio para
implementacdo/interpretacdo na clinica (WHERRY, 2011; WHERRY; KURACHI, 2015). No

entanto, a analise de outros tipos de tumores é necessaria.

5 CONCLUSAO

Os dados evidenciam de que a estimulacgdo cronica do sistema imunolégico leva a ocorréncia do
fenotipo de estudo, linfocitos Th produtores de IL-12. Algumas questdes ainda precisam ser
respondidas, como o papel desse fenotipo frente a atividade tumoral (adaptacdo ou escape). Vale
ressaltar que estudos prospectivos adicionais devem ser considerados, assim como a correlagdo com
outros dados, como outros tipos de canceres, outras fases do desenvolvimento tumoral e até mesmo
outras doencas. E necessario ainda estudos para compreenséo da funcéo da IL-12 e o papel de ROR

na relacdo da expressao dessa citocina.
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