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RESUMO

Diversos autores tém demonstrado que interagdes entre o tumor e as células nédo
tumorais presentes no local onde ele desenvolve, podem promover tanto a
eliminagdo como sua progressao. Embora diversos trabalhos tenham mostrado
presenca de macréfagos, linfécitos T e B no microambiente tumoral, até 0 momento,
pouco é conhecido em relacdo a cinética de migracao destas células ao local onde o
tumor se desenvolve. Assim, o intuito do presente trabalho foi verificar o
recrutamento destas células ao local onde o tumor se desenvolve no modelo de
adenocarcinoma mamario. Para isto, camundongos fémeoss da linhagem BALB/c
foram injetados ou n&o subcutaneamente, com PBS ou com células de
adenocarcinoma mamario 4T1. Apos 2, 7, 14 e 30 dias da injecéo, os animais foram
eutanaseados e células do lavado peritoneal, baco, linfonodo e local de injecao
foram coletadas e submetidas a andlises por citometria de fluxo para expresséo de
CD45, CD19, CD23, CD11lb, CD4. Resultados obtidos no presente trabalho
mostram, como esperado, presenca de células do sistema imune nos primeiros dias
apos implantacdo do tumor. Interessantemente, dados inéditos evidenciam aumento
da populacdo de linfécitos B-1 no sitio do tumor e diminuicdo dos mesmos na
cavidade peritoneal apos 2 dias de inoculagdo do tumor. Em conjunto, oss dados
agui apresentados sugerem pela primeira vez, que os linfocitos B-1 podem ter um
papel de destaque no desenvolvimento do cancer de mama seja impedindo ou
favorecendo a progressao e metastatizacéo deste tipo de tumor.

Palavras- chavea: Adenocarcinoma mamario 4T1. Microambiente tumoral.

Linfocitos B-1.



ABSTRACT

Several authors have shown that interactions between tumor and non-tumor cells in
the place where it develops, can promote both the elimination as its progression.
Although several studies have shown the presence of macrophages, T and B
lymphocytes in the tumor microenvironment, to date, little is known in relation to
migration kinetics of these cells to the site of the tumor develops. Thus, the aim of
this work was to determine the recruitment these cells to the tumor microenvironment
in breast adenocarcinoma model. For this, BALB/c female mice were subcutaneously
injected or not with PBS or with 4T1 mammary adenocarcinoma cells. After 2, 7, 14
and 30 of injection, the animals were euthanized and cells from peritoneal cavities,
spleen, spleen, lymph node and injection site were collected and subjected to
analysis by flow cytometry for expression of CD45, CD19, CD23, CD11b, CD4. As
expected, results showed the presence of immune cells in the first days after tumor
implantation. In addition, we demonstrated increase of B-1 lymphocytes in the tumor
site and decrease of these cells in the peritoneal cavities after 2 days of tumor
inoculation. Taken together, our findings suggest that B-1 lymphocytes are present in
the tumor microenvironment of breast adenocarcinoma model. These observations
may contribute to the discovery of new targets for prevention or treatment of tumors
with high malignant potential.

Key-words: 4T1 breast cancer. Tumor microenvironment. B-1 lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

O cancer é a segunda doenca que mais causa 6bitos no mundo, perdendo
apenas para as doencas cardiovasculares (INCA, 2014). Muitos fatores estéo
envolvidos na patogénese, incluindo os fatores bioldgicos e ambientais, bem como
estilo de vida, tabagismo, hereditariedade e hébitos alimentares (PORTER, 2009).
Entre os tipos de tumores mais comuns entre a populacdo, o cancer de mama é
considerado 0 mais prevalente entre as mulheres, sendo o responsavel pelos 15%
de todas as mortes relacionadas ao cancer nesta populagdo (SIEGEL, 2014). A
incidéncia alta de morte no cancer de mama € explicada principalmente pelo
diagnéstico tardio da doenca, quando a presenca de metastases é evidente.

A formacdo de metastases € um processo complexo no qual as células
tumorais adquirem a capacidade de invadir e colonizar sitios distantes do tumor
primério. Diversos estudos tém mostrado que a aquisicdo do fendtipo maligno ou
metastatico esta diretamente relacionada a influéncia que exerce o microambiente
onde as células tumorais se desenvolvem (SPANO, 2012).

O microambiente tumoral é constituido por diversos tipos de células, como
fibroblastos, células mesenquimais, bem como células do sistema imune, capazes
de produzir quimiocinas, citocinas entre outras moléculas que podem promover
alteracdes fenotipicas nas células tumorais (Revisado por Chew, 2012). Muitas das
células ndo malignas presentes no microambiente tumoral, derivadas da medula
0ssea, especialmente da linhagem mieloide, sdo recrutadas pelas células tumorais
para favorecer sua viabilidade, crescimento, invasdo e disseminagcdo (JOYCE;
POLLARD, 2009; ROGERS; HOLEN, 2011; QUAIL; JOYCE, 2013).

As células do sistema imunolégico presentes no microambiente tumoral, tais
como as células T, células natural killer (NK) e macréfagos associados ao tumor
(TAMs), sao descritas na literatura como as responsaveis por orquestrar as
respostas antitumorais (PAGES, 2010). O numero de linfocitos infiltrantes pode
servir como um marcador de progndstico valioso para imunoterapia em muitos tipos
de cancer, incluindo cancer de mama, melanoma, cancer de pulméo e céncer de
ovario (RODY, 2009). Em contraste, a presenca de grande quantidade de
macrofagos no microambiente do tumor pode estar associada a um mau prognastico
(CAMPBELL, 2011).
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Os TAMs, ou macréfagos associados ao tumor, representam a maior
populacdo de leucécitos no microambiente do tumor e sdo alvos atrativos para a
imunoterapia (CAMPBELL, 2011). Eles foram classificados em dois subtipos
diferentes, os macréfagos de perfil M1 e M2 (HEUSINKVELD, 2011). Macrofagos do
perfil M1 sdo aqueles induzidos pelo aumento da producéo de IFN-y (via classica),
observado nas respostas de linfécitos T do perfil Thl (LAOUI, 2011). Algumas das
caracteristicas notaveis dos macréfagos M1 incluem a baixa expressao de citocinas
relacionadas com o perfil Th2, tais como a interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-10
(IL-10), e a alta expresséo de citocinas relacionadas com o perfil Thl, tais como a
interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6).
Ja os macréfagos M2 séo células induzidas por citocinas tipicas do tipo Th2 (via
alternativa), tais como IL-4, IL-10 e IL-13. Os M2 estdo envolvidos na formacao da
angiogénese tumoral (MANTOVANI, 2007), tém capacidade de degradar a matriz
extracelular (MEC), favorecendo a progressdo tumoral e as metastases (BIOTA,
2012). Uma vez que a presenca de macrofagos M-2 € um fator importante para
progressdo e metastatizacdo dos tumores, estudos recentes com linfocitos B-1
demonstraram o envolvimento destas células na polarizacdo dos macréfagos do
perfil M-1 para o perfil M-2 (De Lorenzo et al., 2007; (POLARD, 2009). Entretanto,
até o momento ndo existem estudos in vivo mostrando a presenca das células B-1
no microambiente tumoral no modelo de adenocarcinoma mamario.

Os linfécitos B-1, um subtipo de linfocito B, encontrados principalmente nas
cavidades pleural e peritoneal, ja foram descritos por favorecer in vitro o crescimento
e a metastatizacdo de células de melanoma murino (STAQUICINI et al., 2008;
PEREZ et al., 2008). Entretanto, pouco se sabe sobre sua participacdo no
desenvolvimento de outros tumores.

Assim, considerando que o cancer de mama é uma das neoplasias mais
agressivas com altas taxas de mortalidade, o intuito deste trabalho foi avaliar a
presenca de macréfagos, linfécitos T CD4, linfécitos B convencionais e células B-1

no periténio, baco, linfonodo e no tumor em modelo de adenocarcinoma mamario.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas BALB/c adultos, pesando entre 25 e
30 gramas, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
(CEDEME) da Universidade Federal de S&do Paulo (UNIFESP). Os animais foram
mantidos livres de germes, em microisoladores com agua e racao autoclavadas, com
temperatura (20 £ 1 °C) e ciclo de luz controlada (ciclo de 12 horas). Todos 0s
procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Paulista (Protocolo n. 171/13 CEP/ICS/UNIP e certificado em anexo).
Para este estudo, os animais foram divididos em trés grupos, cada um com
cinco animais, avaliados apoés 2, 7, 14 e 30 dias do desafio:
- Controle: Animais sem injecao;
- PBS: Animais injetados com 50 pl de PBS 1X;
- Experimental: Animais injetados com células de adenocarcinoma mamario 4T1

ressuspendidas em PBS 1X.

2.1.2 Cultura de células de adenocarcinoma mamario 4T1

As células de adenocarcinoma mamario 4T1 foram cultivadas em meio RPMI
(Sigma, St. Louis, MO), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
ciprofloxacina (ambos da Cultilab, Campinas, SP, Brasil), mantidas em estufa a 37
°C e atmosfera de 5% de CO,. O descolamento das células para posteriores ensaios

foi realizado por breve exposigéo a tripsina (Cultilab).
2.1.3 Desafio tumoral
Os animais correspondentes ao grupo experimental foram injetados

subcutaneamente na mama esquerda com 2 x 10* células de adenocarcinoma

mamario 4T1, ressuspendidas em 50 pl de PBS 1X.
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2.1.4 Citometria de fluxo

Células do baco, linfonodo e do local de injecao das células tumorais (obtidas
por maceracdo do tecido) e lavado peritoneal foram coletadas nos animais dos
grupos controle, PBS e experimental apos 2, 7, 14 e 30 dias do desafio. Para cada
amostra a ser analisada, foram utilizadas de 0,5 a 1 x 10° células. As células
coletadas foram lavadas com PBS 1X e incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32
por 20 min, para bloqueio de sitios inespecificos. Em seguida, as células foram
lavadas e incubadas por 1 h a 4 °C com o anticorpo de escolha (CD4, CD11B,
CD19, CD23 e CD45, todos da BD Biosciences, Mountain View, CA) j& conjugado
com o fluorocromo desejado, diluido em PBS/BSA 1%. Apds incubacdo com
anticorpo, as células marcadas foram lavadas e ressuspendidas em 200 uL de PBS
1X para leitura em aparelho de FACS Canto Il (BD). Os dados foram analisados
usando os softwares de analises GraphPad Prism e FlowJo. Para a realizacdo das
andlises, foram utilizadas as estratégias de gate descritas na Figura 1. No baco,
linfonodo e peritbnio o gate denominado linfocitos foi utilizado para caracterizar
principalmente as populacdes linfocitarias. O gate denominado fagocitos foi
empregado para as analises de células fagociticas e o gate denominado
granulécitos, para analises de células granulociticas. JaA no tumor, foi utilizado
apenas um gate denominado leucdcitos, avaliando-se apenas as células CD45".
Esta pré-selecéo foi realizada para excluir a possibilidade de falsos positivos, uma
vez que a populagdo de células tumorais € em numero muito maior que a da

populacédo leucocitéria.
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Figura 1. Estratégias de gates. Imagem das estratégias de gates utilizadas nas andlises das
populag@es celulares no baco, linfonodo, peritdnio e tumor de camundongos BALB/c ap6s 2, 7, 14 e
30 dias das inje¢des.

As populagdes celulares do gate granuldcitos foram analisadas, entretanto,
nao foi encontrada significAncia entre os grupos em nenhum dos periodos avaliados

2, 7,14 e 30 dias apos os desafios (figura ndo mostrada).

2.1.5 Histologia

Para avaliar o tipo e a quantidade de infiltrado apés 2, 7, 14 e 30 dias do
desafio, fragmentos do baco e do tumor (grupo experimental), ou da regido
correspondente ao local de injecdo (grupos controle e PBS) foram coletados e
avaliados pela coloracdo HE (hematoxilina e eosina). Para a obtencao do fragmento
do baco, as pontas do orgdo foram retiradas, em seguida o 6rgéo foi dividido ao
médio, resultando dois fragmentos: um para analises por citometria de fluxo e outro
para andlises histopatolégicas. Ja o fragmento analisado do tumor correspondia a
metade do material retirado.

O material obtido para as andlises histopatolégicas foi submetido aos
seguintes processos (TIMM, 2005):
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- Fixacdo do material: O material coletado foi fixado em formol 10%. Esta técnica
permite aumentar a vida Ut do material a ser analisado preservando a sua
arquitetura tecidual.

- Inclusdo: Este procedimento consiste na impregnacdo do tecido com uma
substancia firme que permita posteriormente secciona-lo em camadas delgadas
(cortes). Nesse caso, foi utilizada a parafina, por ter facil manuseio e excelentes
resultados. As etapas da inclusdo compreendem a desidratacdo, quando é feita a
retirada da agua dos tecidos e sua substituicdo por alcool, ja que a parafina ndo é
miscivel em &gua. Em seguida, foi realizada a diafaniza¢c&o, que consiste na
substituicdo do alcool dos tecidos por xilol, substancia que tem por finalidade, neste
procedimento, tornar o tecido translicido e permeavel a luz do microscopico, e, por
fim, a impregnacao, na qual o xilol € substituido por parafina fundida e catalogada
em blocos.

- Microtomia: Utilizando micr6tomo, sao obtidos cortes sucessivos, delgados e
uniformes a partir dos blocos de parafina com as amostras de tecidos.

- Montagem da lamina: Os cortes obtidos por microtomia sao, entéo,
desparafinados, reidratados e corados com hematoxilina entre 5 e 15 minutos.
Depois de lavados com agua corrente por 10 minutos, os cortes sdo corados com
eosina por um periodo entre 1 e 10 minutos, lavados em agua e desidratados em
alcool 70% rapidamente. Finalmente, os cortes sdo montados em laminas, cobertos
com uma laminula e, em seguida, catalogados para posteriores analises. A leitura
das laminas foi realizada em microscopio Optico convencional (NIKON ECLIPSE
E200, Japdo). Os resultados das analises histopatologicas foram utilizados como

complemento dos resultados obtidos das analises por citometria de fluxo.

2.1.6 Analises estatisticas

Primeiramente os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk (BioEstat). Conforme esses resultados, as amostras foram
classificadas como paramétricas. O teste ANOVA, de uma ou duas vias com o pos-
teste Bonferroni, foi utilizado para determinar as diferencas estatisticas entre os
grupos avaliados. Diferencas com valor de p < 0,05 foram consideradas

estatisticamente significativas.
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RESUMO

Interacbes com o0s elementos celulares e moleculares que compdem o
microambiente onde o tumor se desenvolve sdo determinantes tanto para a
eliminacdo como para a aquisicdo de um fendtipo mais agressivo das células
tumorais. Por isto, a identificagdo e caracterizacdo dos componentes do
microambiente tumoral sdo alvos de estudo nos centros de pesquisa do cancer.
Embora diversos trabalhos tenham mostrado presenca de macroéfagos, linfécitos T e
B no microambiente tumoral, pouco é conhecido em relagdo a cinética de migragéo
destas células ao local onde o tumor se desenvolve. Assim, o intuito do presente
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trabalho foi verificar a cinética do recrutamento destas células ao local onde o tumor
se desenvolve no modelo de adenocarcinoma mamario. Para isto, camundongos da
linhagem BALB/c foram injetados ou n&do subcutaneamente, com PBS ou com
células de adenocarcinoma mamario 4T1. Apos 2, 7, 14 e 30 dias da injecao, 0s
animais foram eutanasiados e células do lavado peritoneal, baco, linfonodo e local
de injecdo foram coletadas e submetidas a andlises por citometria de fluxo para
expressdo de CD45, CD19, CD23, CD5, CD11b, CD4. Resultados obtidos no
microambiente tumoral mostraram aumento de linfécitos T CD4 apds 2 dias do
desafio. J& os macrofagos aumentaram de forma significativa no sitio do tumor nos
quatro periodos analisados. De forma semelhante, no peritdbnio, os macrofagos
aumentaram também apos 2, 7 e 30 dias do desafio. Em contraste, houve
diminuicdo do percentual de linfocitos B-1 no peritbnio apos dois dias da injecdo das
células de adenocarcinoma mamario. Embora outros ensaios sejam necessarios
para confirmar esta hipdtese, estes resultados podem ser indicios de que linfdcitos
B-1 migram para o microambiente tumoral adquirindo fendétipo de macréfagos e,
assim, favorecer o aumento desta populacéo no local de desenvolvimento do tumor.

Palavras-chave: Células de adenocarcinoma mamario 4T1. Microambiente tumoral.
Macrofagos. Linfocitos B-1.

INTRODUCAO

Cancer é a designacdo dada ao conjunto de manifestacées patologicas que
se caracterizam pela perda de controle da proliferacdo celular e ganho da
capacidade de invadir tecidos adjacentes formando tumores secundarios ou
metastases. Entre os tipos mais prevalentes de tumores, o cancer de mama € o mais
comum em mulheres e representa um grande problema de saude publica (Basu et
al., 2013), com 1,38 milhdo de novos casos e 458 mil mortes por ano em todo o
mundo (Bray et al., 2012).

Na progressdo do cancer de mama, diversos estudos tém mostrado a
participagcdo de mudltiplos fatores, como alteracdes genéticas do hospedeiro e
interacdes das células tumorais com os elementos que compdem o microambiente
no qual o tumor se desenvolve (Haass et al., 2013).

O microambiente tumoral é definido como o local de desenvolvimento do
tumor, formado ndo sé por células neoplasicas, mas também pelo seu estroma,
células do sistema imunes e varios outros tipos de células. Neste local, sdo

encontrados também outros elementos, como citocinas, quimiocinas, fatores de
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crescimento, entre outras moléculas produzidas tanto pelas células tumorais como
pelas nao tumorais (Joyce; Pollard, 2009; Rogers; Holen, 2011; Quail; Joyce, 2013).

As células do sistema imune presentes no microambiente sao as
responsaveis pela vigilancia imunolégica por meio da qual o sistema imune
reconhece as células tumorais e tenta elimind-las. Estudos sugerem que este
processo compreende trés fases: eliminacdo, equilibrio e evasao (Schreiber et al.,
2011; Vesely et al., 2011). Nas fases de eliminacdo e de equilibrio, os tumores
podem ser eliminados ou mantidos em estado de dorméncia por inducdo do
processo inflamatoério ou por inibicdo somente do crescimento do tumor. Producgéo
de citocinas proé-inflamatérias e recrutamento de células do sistema imune inato
(macréfagos, células NK e NKT) e adaptativo (linfécitos T e B) sdo caracteristicas
tipicas destas fases (Schreiber et al., 2011; Vesely et al.,, 2011; Jiang; Shapiro,
2014). J4 na fase de evasdo, as células tumorais subvertem as respostas
antitumorais e, por interacdes com outros elementos presentes no microambiente,
adquirem a capacidade de proliferar e/ou invadir novos tecidos para sustentar um
fendtipo metastatico.

Entre as células do sistema imune, os macrofagos associados ao tumor
(TAMs) podem auxiliar na alteracdo fenotipica das células tumorais (Qian; Pollard,
2010). Por isto, o aumento da infiltracdo de macréfagos no tumor esta associado ao
pior progndstico em pacientes com cancer de mama (Leek et al., 1996; Tsutsui et al,
2005; Mahmoud et al., 2012). Os TAMs também se correlacionam de forma inversa
com a expressdo de receptores hormonais (ER, PR, HER2 / neu), que sao
considerados fatores prognésticos favoraveis (Campbell et al., 2011). Os TAMs no
microambiente tumoral podem ser encontrados como macrofagos M-1 e M-2. Os M-
1, ou macroéfagos classicos, induzidos pelos linfocitos T do perfil Thl, favorecem as
respostas antitumor. Ja o M-2, ou macrofagos alternativos, induzidos pelos linfécitos
T do perfil Th2, favorecem as respostas pro-tumor. Os macrofagos nos sitios
tumorais sado geralmente do subtipo M2 que proporcionam um microambiente
imunossupressor, favorecendo o crescimento tumoral, angiogénese e metastases
(Mantovani et al., 2008 ; Biswas; Mantovani, 2010).

Relatos da literatura tém mostrado que as células B-1, um subtipo de
linfécitos B, encontrados predominantemente nas cavidades pleural e peritoneal de
camundongos adultos, podem modular a polarizacdo de macrofagos para um perfil

imunossupressor (Revisado por Lopes e Mariano, 2009; Wong et al., 2010). Embora
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existam relatos mostrando que linfocitos B-1 induzem aumento no potencial
metastatico das células de melanoma apoOs cocultivo de ambas as células, até o
momento ndo ha relatos da presenca destas células no microambiente tumoral.
Evidéncias da presenca de linfocitos T, B e macrofagos no microambiente tém
sido descritas por diversos autores. Entretanto, a cinética de migracdo destas
células de 6rgaos linfoides secundarios ao microambiente onde o tumor tem sido
bem caracterizado. Por isto, o intuito do presente trabalho é investigar a presenca de
linfécitos TCD4, B e macréfagos no baco, linfonodo, peritdnio e tumor, para verificar
0 recrutamento destas células apos 2, 7, 14 e 30 dias do desafio com células de

adenocarcinoma mamario 4T1.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos fémeas BALB/c adultos, pesando entre 25 e
30 gramas, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
(CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Os animais foram
mantidos livres de germes (SPF) em microisoladores, com &gua e racao
autoclavadas. Os procedimentos realizados nos animais foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Paulista (Processo n.172/13 CEP/ICS/UNIP).

Cultura de células de adenocarcinoma mamario 4T1

As células 4T1 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1%
de ciprofloxacina, e mantidas a 37 °C e 5% de CO,. O descolamento das células
para posteriores ensaios foi realizado por breve exposicao a tripsina (Cultilab).

Desafio tumoral

Os animais correspondentes ao grupo experimental foram injetados

subcutaneamente na mama esquerda com 2 x 10* células de adenocarcinoma
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mamario 4T1, ressuspendidas em 50 pl de PBS 1X. Os animais do grupo PBS foram
injetados no mesmo local com 50 pul de PBS e os do grupo controle sdo animais sem

injecao.

Citometria de fluxo

Apés 2, 7, 14 e 30 dias do desafio, células do baco, linfonodo, lavado
peritoneal, sitio de injecdo das células tumorais e pulm&o (s6 no grupo de 30d)
foram coletadas nos trés grupos de animais (experimental, PBS, controle). Apos
tratamento com tampdo de hemolise, 1 x 10° células de cada amostra foram
incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 por 20 min a 4 °C. Uma vez lavadas, as
células foram incubadas por 1 h a 4 °C com o anticorpo de escolha CD4, CD5,
CD19, CD23 e CD45 (todos da BD Biosciences, Mountain View, CA), ja conjugado
com o fluorocromo desejado, diluido em PBS/BSA 1%. Para analises das
populacdes celulares presentes no microambiente tumoral e pulmao, células foram
também marcadas com anti-CD45 para diferenciar a populacéo leucocitaria (CD45")
das células tumorais. Células marcadas foram adquiridas no citbmetro de fluxo
FACS Canto Il (BD Bioscience). Os quadrantes para definicdo das populacdes
celulares de interesse foram determinados com base na fluorescéncia de células
ndo marcadas. As analises dos dados foi realizada usando os softwares de analises
FlowJo (Tree Star, USA) e GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA).

Histologia

Fragmentos de baco, local das inje¢cdes ou pulméo foram coletados apos 2, 7,
14 e 30 dias de todos os grupos Em seguida, as amostras foram fixadas em formol
10% para posterior confeccéo dos blocos de parafina. Apés montagem, as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para subsequentes andlises

histopatoldgicas.

Analise estatistica

Cinco animais por grupo foram avaliados em cada situagdo experimental. Os

dados séo expressos pela média do grupo e pelo desvio padrdo. As comparagcdes
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estatisticas foram realizadas pela analise de variancia de uma ou duas vias seguidas
dos post-test Turkey ou Bonferroni. Diferengcas no valor de p < 0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.

RESULTADOS

Desafio com células de adenocarcinoma mamario induz diminuicdo de
linfécitos T CD4 no bago e no linfonodo e aumento de linfocitos B-2 e

macroéfagos no linfonodo e no bago respectivamente

Com o intuito de verificar a distribuicdo das populacdes presentes nos 6rgaos
linfoides secundéarios, baco e linfonodo apds desafio com células de
adenocarcinoma mamario 4T1, animais dos grupos sem injecdo (controle) ou
injetados com as células tumorais (grupo experimental) ou com PBS (grupo PBS)
foram sacrificados apos 2, 7, 14 e 30 dias do desafio.

Andlises por citometria de fluxo no bago mostraram diminui¢do do percentual
de linfocitos T CD4 (CD19°CD4") ap6s 2, 7 e 30 dias do desafio no grupo
experimental (Figura 1 Ca). Em contraste, o percentual de linfécitos B-2 apresenta
aumento no grupo experimental apés 14 e 30 dias (Figura CAb). J& os macréfagos
apresentaram aumento no grupo experimental somente apds de 30 dias (Figura
1Cc).

De forma semelhante ao baco, no linfonodo, o percentual de linfocitos T CD4
também apresentou diminuicdo no grupo experimental apés 2, 7 e 30 dias do
desafio (Figura 1Aa). Aumento de linfécitos B-2 foi também evidenciado no
linfonodo, porém somente apds 7 e 14 dias (Figura 1Ab). Ja a populacdo de
macrofagos no linfonodo néo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos
(Figura 1Ac).
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Figura 1. Percentuais celulares em 6rgaos linfoides secundarios, peritdbnio e tumor apés desafio com células de adenocarcinoma mamario 4T1.
Grupos de camundongos sem injecdo (Controle) ou injetados com PBS 1X (PBS) ou com 2 x 10* células de adenocarcinoma mamario 4T1 (Experimental)
foram eutanasiados apés 2, 7, 14 e 30 dias do desafio. Células obtidas do linfonodo inguinal direito (A. linfonodo), periténio (B. peritdnio) ou de fragmentos do
baco (C. Baco) e do sitio de injecdo das células tumorais/PBS (D. Tumor) foram submetidas a andlises por citometria de fluxo para identificacdo de (a)
linfécitos T CD4 (CD19", CD4"), (b) linfécitos B-2 (CD19", CD23") e (c) macréfagos (CD19, CD11b"). Graficos correspondem ao valor médio dos percentuais
de linfocitos T CD4 e B presentes no gate de leucocitos e de macrofagos presentes no gate de fagocitos no linfonodo, periténio, baco e tumor. * p < 0.05, **=
p < 0,01, *** = p< 0,001.
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Células de adenocarcinoma mamario promovem aumento do percentual de

macrofagos no inicio do desenvolvimento do tumor

Andlises da populacdo leucocitaria (CD45") presente no sitio de injecdo das
células tumorais mostraram aumento significativo do percentual de linfocitos T CD4
apos dois dias e de macrofagos nos quatro periodos analisados (Figura 2).

Apesar de o aumento da populacdo de linfécitos B-1 n&o ter sido observado
no microambiente tumoral, a correlacdo dos percentuais desta populacdo no
peritdbnio e no tumor sugere que linfécitos B-1 possam estar sendo recrutados ao
local de desenvolvimento do tumor (Figura 3).

Além das analises do tumor e do peritbnio, o percentual de linfocitos B-1 foi
também avaliado no linfonodo e no baco, entretanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre o grupo experimental, PBS e controle, possivelmente
porque esta populagdo celular € quase inexistente nestes locais (figura néo
mostrada).

Para melhor compreenséao dos resultados obtidos até 0 momento, a Tabela 1
mostra em resumo os dados obtidos no grupo experimental e apresenta os valores

de significancia em relacdo ao grupo PBS.
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Figura 2. Percentual de células presentes no microambiente tumoral. Para andlises da
populagdo leucocitaria presente no microambiente tumoral (A), células leucocitarias foram
primeiramente selecionadas pela expressdo do marcador CD45 (B). Da populacdo CD45", foram
identificados os linfocitos T CD4 (CD19°, CD4"), B-2 (CD19", CD23"), macréfagos (CD19", Cd11b") e
células B-1 (CD19", CD23) (C). As colunas correspondem ao valor médio dos percentuais de
linfécitos T CD4, células B (B-1 e B-2) e macréfagos presentes no gate de leucécitos. * p < 0.05, ** p
< 0,01. Os resultados estatisticos aqui expressos referem-se aos resultados do grupo experimental x

PBS.
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Figura 3. Correlacdo dos percentuais de macréfagos e linfécitos B-1 presentes no peritdénio e
tumor do grupo experimental. Percentuais de macroéfagos, linfécitos T, B-2 e B-1 encontrados no
peritdnio e no microambiente tumoral nos animais injetados com células de adenocarcinoma mamario
4T1, apos 2, 7,14 e 30 dias do desafio. Valores correspondem ao valor médio dos percentuais de
linfocitos B-1 presentes nos tecidos avaliados no gate de leucdcitos. Valores de p em relacdo ao
grupo PBS. *p < 0.05, ** p < 0,01.*** p < 0,001.
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Tabela 1. Resumo das populacdes celulares observadas ap6és 2, 7, 14 e 30 dias do desafio com PBS ou com células de adenocarcinoma mamario
4T1. Grupos de camundongos injetados com PBS 1X (PBS) ou com 2 x 10* células de adenocarcinoma mamario 4T1 (Experimental) na mama esquerda
foram eutanasiados apés 2, 7, 14 e 30 dias do desafio. Células obtidas do linfonodo inguinal direito (linfonodo), peritdnio ou de fragmentos de baco (baco) e
do sitio de injecdo das células tumorais/PBS (tumor) foram submetidas a analises por citometria de fluxo para identificacdo de linfécitos T CD4 (CD19,
CD4"), macréfagos (CD19, CD11b"), linfécitos B-2 (CD19", CD23") e B-1 (CD19", CD23’). Valores correspondem ao valor médio dos percentuais de
linfécitos T CD4 e B presentes no gate de leucécitos e de macréfagos presentes no gate de fagécitos no linfonodo, periténio, baco e tumor (no tumor todas
as andlises foram realizadas a partir de um Unico gate, leucdcitos). * p < 0.05, ** p <0,001, *** p < 0,001.

PERITONIO TUMOR
EXPERIMENT AL EXPERIMENTAL

BACO LINFONODO
EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL

CELULAS B1 4,2% - 34, 7% *** 57, 7% T-**
> DIAS CELULAS B2 15 A% 9,1% 12,8% 31,3%
MACROFAGOS 17,8% 2.8% 51,2% ‘P* 6,7%
CELULAS TCD4 2.8 %.]** 63,8% 24,0% T * 46,8% T**
CELULAS B1 - - 40,9%.].*** 46,0%
7 DIAS CELULAS B2 64,8% T *=* 19,7% T* 12,4% 42,0%
MACROFAGOS 23 5% - 59,6% T+ -
CELULAS TCD4 48,8%.]** 43.8.]* 18,6% -
CELULAS B1 - - 35,2% 3,6%
14 DIAS CELULAS B2 12,0% ] * 12,4% 3,8% 9,0%
MACROFAGOS 14,1% 2% 94,9% 51,3% T**=*
CELULAS TCD4 53,9%.)*** 53,9% 24% T** 26,5%)
CELULAS B1 . - 14,5 *=* 1,0%
30 DIAS CELULAS B2 24,6 T9% **=* 24,6% T* 16,3% 6,1%
MACROFAGOS 37.9% T**= 2,8% 93,3% == 77.2% T **=
CELULAS TCD4 45,7%. ) *** 45,7% JL* 22,1% 5,9%.] **
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Aumento de macréfagos € também observado em locais de metastases

Uma vez que os pulmdes apresentam alta suscetibilidade ao surgimento de
metéstases e sabendo que as células 4T1 tém a caracteristica de formar metastases
espontaneas, foram verificados os percentuais celulares nesses 0rgdos somente
apos 30 dias do desafio com as células tumorais. De forma semelhante aos
resultados obtidos no tumor, analise das populacfes celulares presentes no pulméao
evidenciou aumento de linfocitos T CD4 e macrofagos (Figura 4).

Pulmao 30 dias (controle) Pulmao 30 dias (PBS)
mTCD4 mB1 mB2 mMO uTCD4 mB1 =B2 mMO

< | - 16%
oy % L

5%
Pulmao 30 dias (experimental)

mTCD4 mB1 =B2 mMO

Figura 4. Percentuais de linfocitos TCD4, B1, B2 e macr6fagos presentes no pulmao apés
desafio ou ndo com PBS ou células de adenocarcinoma mamario 4T1. Animais desafiados ou
ndo (Controle) com PBS (PBS) ou com células tumorais (experimental) foram eutanasiados para
retirada dos pulmdes apds 30 dias do desafio. Células obtidas ap6s maceracdo do 6rgdo foram
submetidas a analises por citometria de fluxo para identificag&o de linfécitos B-1 (CD19+ CD23-), B-2
(CD19", CD23%), T CD4 (CD19, CD4") e macréfagos( CD19, CD11b"). Valores correspondem ao
valor médio dos percentuais de linfécitos B-1, B2, TCD4 e macréfagos presentes no pulméo. * p <
0.05, ** p < 0,01.*** p < 0,001.

Infiltrado leucocitario na regidao da injecdo das células tumorais € maior apos

30 dias do desafio

Para melhor caracterizar o tipo de resposta ap6s desafio ou ndo com PBS ou
com células tumorais, andlises histopatolégicas com HE foram realizadas nos
fragmentos de baco e tumor apés 2, 7, 14 e 30 dias, e do pulméo apos 30 dias do

desafio.
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Andlises histopatologica do baco ndo demonstraram diferencas morfoldgicas
evidentes entre os grupos PBS, tumor e controle (dados ndo mostrados).

Conforme mostrado na Figura 5, analises histopatologicas com HE do sitio de
injecdo do PBS ou do tumor permitem observar a evolugcdo do adenocarcinoma
mamario em camundongos BALB/c em 2, 7, 14 e 30 dias (Figura 5A, B, C e D
respectivamente). Nesta figura, podemos também observar que este tipo de tumor
possui crescimento desorganizado, o que pode apoiar seu comportamento

agressivo.

Figura 5. Micrografias do tumor de mama em camundongos BALB/c ap6s 2, 7, 14 e 30 dias do
desafio. Avaliacao histopatoldgica do infiltrado leucocitario apés (A) 2, (B) 7, (C) 14 e (D) 30 dias da
injecdo na mama esquerda de 2 x 10° células de adenocarcinoma mamario 4T1. Aumentos de 10X e
40X séo apresentados.
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Aumento leucocitario no pulmé&o dos animais do grupo experimental
correlacionado com os achados na citometria de fluxo

Evidente infiltrado leucocitario é observado no pulmao dos camundongos
desafiados com células de adenocarcinoma mamario 4T1 (Figura 5). Estes dados
corroboram os achados na citometria de fluxo nos quais o nimero de macrofagos é

elevado. Neste mesmo periodo, também podemos identificar a formacao de

micrometastases no pulmao, conforme mostra a Figura 8B.

Figura 6. Microscopia de pulmdo de camundongos BALB/c em 30 dias ap06s inje¢cdes de
células de adenocarcinoma mamario 4T1. (A) Infiltracdo leucocitéria indicada pelas setas nos
respectivos aumentos, 10X e 40X. (B) Presenca de micrometastases no pulméo apés 30 dias da
injecdo de células de adenocarcinoma mamario 4T1.

DISCUSSAO

Embora muitos estudos tenham demonstrado o papel das células do sistema
imune no microambiente tumoral, ainda ndo estdo bem estabelecidos quais sao 0s
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mecanismos pelos quais essas células favorecem a alteracao fenotipica das células
tumorais.

A infiltracédo de linfocitos no microambiente tumoral geralmente é considerado
bom progndstico (De Nardo et al., 2010). Analises do baco e linfonodo realizadas no
atual trabalho mostraram diminuicdo do percentual de linfécitos T CD4 em 2 e 30
dias no bago (Figura 1) 7 e 30 dias no linfonodo (Figura 1) nos animais desafiados
com as células tumorais. Em contraste com o microambiente tumoral, a
percentagem de linfécitos TCD4 aumentou, 0 que pode sugerir recrutamento destas
células dos 6rgaos linfoides secundarios ao tumor. Embora tenham sido realizados
ensaios na tentativa de verificar o perfil de citocinas em cada um dos tempos
avaliados, ndo foi possivel determinar um padrdo de resposta especifica, mas
podemos sugerir que este influxo de linfocitos T CD4 no inicio do desenvolvimento
do tumor poderia favorecer um perfil de resposta do tipo Thl (Allavena et al., 2012).
Além disso, Haabeth et al. (2014) relatam que células T CD4 podem reconhecer
antigenos tumorais expressos diretamente de uma célula neoplasica via MHC de
classe Il e, a partir de entdo, as células T CD4 assumirem o papel de células
citotoxicas e passarem a destruir as células tumorais. Entretanto, para confirmar o
envolvimento dos linfécitos T CD4 como mediadores da resposta antitumor neste
modelo de estudo outros testes devem ser realizados.

De acordo com outros autores, nossos resultados também mostraram
aumento do percentual de macréfagos no microambiente do tumor. Como esta
populacdo também apresentou aumento no baco e no peritbnio no grupo
experimental, podemos sugerir que o indice de proliferacdo destas células é
aumentado apoés desafio com células de adenocarcinoma mamario 4T1.

Um dos achados mais relevantes deste trabalho foi a diminuicdo expressiva
de linfécitos B-1 no peritdnio apos desafio com as células tumorais. Embora néo
tenha sido observada diferenca estatistica no percentual de linfécitos B-1 no tumor,
baseados nos dados de Popi et al. (2009, 2012), podemos sugerir que linfécitos B-1
se diferenciam em macréfagos e migram para o tumor favorecendo aumento desta
populacdo no microambiente do tumor. Este indicio pode ser também sustentado
pela correlagéo dos linfocitos B-1 no peritdnio e no tumor, que permite perceber um
alto percentual dessas células no tumor. Migracdo de linfocitos B-1 ja foi

demonstrada inicialmente por Almeida et al. (2001), portanto, a possibilidade de B-1
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migrar ao microambiente do tumor e se diferenciar em macréfago ao perder seus
marcadores fenotipicos da linhagem linfoide € uma questédo que deve ser estudada.

Uma vez que linfécitos B-1 podem favorecer a polarizacdo dos macréfagos de
um perfil M-1 para M-2 (DeLorenzo et al., 2007), além de promover aumento in vitro
do potencial metastatico das células de melanoma murino (Perez et al., 2008;
Staquicini et al., 2008), € possivel sugerir que elas influenciam o aumento de
macrofagos no microambiente tumoral para sustentar o crescimento e a progressao
do tumor de mama

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho sdo relevantes e trazem
informacdes inéditas que contribuiram na compreensdo dos mecanismos envolvidos
no desenvolvimento do adenocarcinoma mamario. O estudo da cinética de migracao
de linfécitos T CD4, B e macrofagos serviu como base para avaliar a participacéo e
o envolvimento destas células nas diferentes etapas da formacao de tumores com
alta capacidade invasiva. Ademais, indicios da influéncia dos linfécitos B-1 no
aumento do percentual de macréfagos no microambiente tumoral sugerem novas
abordagens de estudos nas descobertas de alvos mais eficientes para prevencao e

tratamento de tumores com alto potencial maligno.

CONCLUSAO

Em conjunto, estes dados sugerem possivel recrutamento de células
potencialmente efetoras, como linfécitos T CD4 e macrofagos, de 6rgaos linfoides
secundarios e cavidade peritoneal ao microambiente tumoral, principalmente nos
periodos iniciais do desenvolvimento do tumor (2 e 7 dias).

Diminuicéo de linfocitos B-1 no peritdnio apods desafio com as células tumorais
sugere que as B-1 podem influenciar o aumento de macréfagos observado no tumor

apos 2, 14 e 30 dias de injecdo das células de adenocarcinoma.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE PAULISTA

Vice-Reitoria de Pés-Graduacéo e Pesauisa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que o protocolo n®172 /13 CEP/ICS/UNIP, sobre o projeto
de pesquisa intitulado “Cinética de migragéo de células do sistema imune apoés
desafio com células de adenocarcinoma mamario 4t1”, Espécie utilizada:
“camundongo isogénico” Numero de animais utilizados: “Sessenta” sob a
responsabilidade de” EDILAINE SUDRE MARCELINO DE NASCIMENTO, esta
de acordo com os Principios Eticos, seguindo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais, conforme a Lei Estadual n°
11.977/05 que institui o Cédigo de Protegéo aos Animais do Estado de Sao Paulo
e foi aprovado por este Comité de Etica em Pesquisa.

Universidade Paulista, em Sao Paulo-SP, aos 14 dias do més de agosto de 2013.
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