UNIVERSIDADE PAULISTA

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS
CELULAS DO SISTEMA IMUNE PRESENTES
NO MICROAMBIENTE TUMORAL EM
MODELO DE MELANOMA MURINO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Mestrado em Patologia Ambiental e
Experimental da Universidade Paulista —
UNIP para a obtencéo do titulo de Mestre
em Patologia Ambiental e Experimental.

JOSE RENILDO DE CARVALHO

SAO PAULO
2014



UNIVERSIDADE PAULISTA

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS
CELULAS DO SISTEMA IMUNE PRESENTES
NO MICROAMBIENTE TUMORAL EM
MODELO DE MELANOMA MURINO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Mestrado em Patologia Ambiental e
Experimental da Universidade Paulista —
UNIP para a obtencéo do titulo de Mestre
em Patologia Ambiental e Experimental.

Orientadora: Profa. Dra. Elizabeth Cristina
Pérez Hurtado.

JOSE RENILDO DE CARVALHO

SAO PAULO
2014



Carvalho, José Renildo de.

Identificacdo e caracterizagdo das células do sistema imune
presentes no microambiente tumoral em modelo de melanoma
murino / José Renildo de Carvalho... [et al.]. - 2014.

58 f. :il. color. + CD-ROM.

Dissertacao de Mestrado apresentado ao Programa de Pés-
Graduacéo em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade
Paulista, S&o Paulo, 2014.

Area de Concentrag&o: Biologia da Diferenciacéo e
Transformacao Celular; Modulagéo por Fatores Endégenos e
Exd6genos.

Orientadora: Prof.2 Dra. Elizabeth Cristina Pérez Hurtado.

1. Microambiente tumoral. 2. Melanoma murino. 3. Linfécitos B-1.
4. Linfécitos B-2. I. Carvalho, José Renildo. II. Hurtado, Elizabeth
Cristina Pérez (orientadora). Ill.Titulo.




JOSE RENILDO DE CARVALHO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS
CELULAS DO SISTEMA IMUNE PRESENTES
NO MICROAMBIENTE TUMORAL EM
MODELO DE MELANOMA MURINO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Mestrado em Patologia Ambiental e
Experimental da Universidade Paulista —
UNIP para a obtencéo do titulo de Mestre
em Patologia Ambiental e Experimental.

Aprovado em:

BANCA EXAMINADORA

/ /

Profa. Dra. Maria Fernanda Lucatelli Laurindo

Laboratorio Fleury

Prof. Dr. José Guilherme Xavier

Universidade Paulista

/ /

Profa. Dra. Elizabeth Cristina Pérez Hurtado (Orientadora)

Universidade Paulista



A todos os meus familiares, em especial aos meus pais,
Joaquim Bernardino de Carvalho

e Matria Filha de Carvalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus primeiramente, pela dadiva maior, a vida, e por ser a base das minhas
conquistas;

Aos meus pais Joaquim Bernardino de Carvalho e Maria Filha de Carvalho
por terem me dado o apoio necessario para a minha realizagdo pessoal, por terem
sempre acreditado em mim;

Aos meus irmaos Jucelino Bernardino de Carvalho, Jucicleudo Bernardino de
Carvalho, Socorro Renize de Carvalho e as minhas cunhadas Luzia Gongalves de
Sousa e Suely Carvalho de Sousa, pelo apoio e incentivo;

A professora Doutora Elizabeth Cristina Pérez Hurtado, pela dedicacdo em
suas orientacoes prestadas na elaboracao deste trabalho;

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Patologia Ambiental e Experimental da
Universidade Paulista, bem como a todos os professores do programa, por tornar
possivel a realizac&o deste trabalho e por todo conhecimento transmitido;

A CAPES, por fornecer a bolsa de mestrado;

A Doutora Fabiana Toshie de Camargo Konno, e a todos os funcionarios do
laboratério de Biologia celular e molecular da UNIP, por toda ajuda que recebi de

VOCES;

A minha formacdo como profissional ndo poderia ter sido concretizada sem a
ajuda de todos vocés, expresso aqui minha eterna gratiddo e o reconhecimento de

gue sem vOCés eu nao teria conseguido percorrer todo este caminho.



"Jamais considere seus estudos como uma obrigacdo, mas como uma oportunidade
invejavel para aprender a conhecer a influéncia libertadora da beleza do reino do
espirito, para seu proprio prazer pessoal e para proveito da comunidade a qual seu
futuro trabalho pertencer”.

Albert Einstein



RESUMO

Recentes estudos tém demonstrado que, no microambiente onde o tumor se
desenvolve, existe uma conversa dindmica entre o tumor e as células do sistema
imune que podem tanto favorecer como inibir o crescimento do tumor e/ou a
formacdo de metastases. Entretanto, pouco se conhece sobre a cinética de
migracdo destas células ao local onde o tumor se desenvolve. Assim, o intuito do
presente trabalho foi verificar a cinética de migracéo de linfocitos T, B e macrofagos
de ¢6rgédos linfoides e peritbnio para o local de desenvolvimento do melanoma
murino. Para isto, camundongos da linhagem C57BL/6 foram injetados ou nao
(grupo controle) subcutaneamente com PBS (grupo PBS) ou com células de
melanoma murino B16F10 (grupo experimental). Apés 2, 7, 14 e 21 dias da injecéo,
os animais foram eutanasiados e células do lavado peritoneal, baco, linfonodo e
local de injecdo foram coletadas e submetidas a analises de citometria de fluxo para
avaliar a expressdo de CD45, CD19, CD23, CD11lb e CD4. Resultados obtidos
destas analises mostram migracdo de varias populacdes celulares em todos os
grupos analisados, nos primeiros dias ap6s implantacdo do tumor.
Interessantemente, o grupo experimental, quando comparado com 0S Qrupos
controle e PBS, apresenta aumento da populacédo de células B-1 no sitio do tumor
apos 2, 14 e 21 dias e diminuicdo dessa populacdo no peritbnio apds 21 dias. Em
conjunto, estes resultados, ainda inéditos, sugerem que células B-1 migram da
cavidade peritoneal para o sitio do tumor onde provavelmente interagem fisicamente
com células de melanoma favorecendo o crescimento e a metastatizacdo destas
células tumorais.

Palavras-chave: Microambiente de melanoma. Células B-1. Células B-2.
Macroéfagos.



ABSTRACT

Recent studies have shown that the microenvironment of the tumor develops there is
a dynamic cross talk between tumor and immune system cells that can either
promote or inhibit tumor growth and / or metastasis. However, little is known about
the kinetics of the migration of these cells to the site of the tumor develops. Thus, the
aim of this study was to assess the kinetics of the migration of T and B lymphocytes
and macrophages from secondary lymphoid organs or peritoneum to tumor
microenvironment. For this purpose, C57BL/6 strain of mice were injected or not
(control group) subcutaneously with PBS (PBS group) or with B16F10 murine
melanoma cells (experimental group). After 2, 7, 14 and 21 days after injection, the
animals were euthanized and cells of the peritoneal cavity, spleen, lymph node and
injection site were collected and subjected to flow cytometry analysis to assess the
expression of CD45, CD19, CD23, CD11b and CD4. Results of these analyze show
migration of various cell populations in all groups, in the first days after tumor
implantation. Interestingly, the experimental group compared to the control and the
PBS group has increased population of B-1 Iymphocytes in the tumor
microenvironment after 2, 14 and 21 days and has reduction in the peritoneum after
21 days. Taken together, these results suggest that B-1 lymphocytes migrate from
the peritoneal cavity to the tumor site where it would physically interact with
melanoma cells favoring the growth and metastasis of these tumor cells.

Key-words: Melanoma microenvironment. B-1 lymphocytes. B-2 cells.
macrophages.
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1. INTRODUCAO

Cancer € o conjunto de doencas que tém em comum O crescimento
desordenado e maligno de diversas linhagens celulares, podendo espalhar-se para
outros sitios distantes do local de origem formando os tumores secundarios ou
metéstases (ROBBINS; COTRAN, 2008).

Hoje se sabe que o cancer é a segunda doenca que mais causa 0Obitos no
mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. Os canceres podem
ser causados por diversos fatores como hereditariedade, tabagismo, hébitos
alimentares, alcoolismo, medicamentos e fatores ambientais, 0s quais sao
responsaveis por 80% a 90% dos casos conhecidos (INCA, 2014).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014 foi de aproximadamente 576 mil
novos casos de cancer, estimativa que se manteve para o ano de 2015. Entre os
tipos de cancer, o melanoma representa apenas 4% das neoplasias malignas da
pele, entretanto € considerado o mais grave devido a sua alta tendéncia para
promover metastases (INCA, 2014), que sdo as responsaveis por aproximadamente
90% de todas as mortes relacionadas a este tipo de cancer (NGUYEN; MASSAGUE,
2007). A formacdo de metastases é um processo complexo no qual as células
tumorais adquirem propriedades que permitem degradar a matriz extracelular (MEC),
viajar através de vasos (sanguineos e/ou linfaticos) e invadir 6rgdos ou tecidos
diferentes do local de origem do tumor primario (NGUYEN; MASSAGUE, 2007;
SPANO; ZOLLO, 2012).

Melanoma é o cancer de pele que tem origem nos melandcitos (HAASS et al.,
2005) e predominancia em adultos brancos (revisado por MAIRE et al., 2014). Na
progressdo do melanoma, estdo envolvidos multiplos fatores como alteracdes
genéticas no hospedeiro e interagdo com o microambiente onde o tumor se
desenvolve (HAASS et al.,, 2005; TAWBI; KIRKWOOD, 2007; revisado por
BRANDNER; HAASS, 2013).

O microambiente tumoral é definido como o local de desenvolvimento do
tumor formado ndo sO por células neoplasicas, mas também pelo seu estroma,
células do sistema imunologico e varios outros tipos de ceélula. No microambiente
tumoral, também s&o encontrados outros elementos, como citocinas, guimiocinas,
fatores de crescimento e nutrientes (JOYCE; POLLARD, 2009; ROGERS; HOLEN,
2011; QUAIL; JOYCE, 2013).



11

As células do sistema imunoldgico presentes no microambiente tumoral
geralmente sdo células inflamatérias, como os macrofagos (TAMs, Macrofagos
Associados ao Tumor), mastdcitos, neutrofilos, linfécitos T e B, células natural killer
(NK) e linfocitos T invariantes (células NKT) (MURDOCH et al., 2008; EGEBLAD et
al., 2010; DeNARDO et al., 2010; GAJEWSKI et al., 2013).

Os TAMs, quando ativados pela via classica (IFN-y), se diferenciam em
macrofagos M-1. Estes normalmente aparecem no microambiente tumoral em lesdes
iniciais (inflamacéo aguda) e sdo capazes de eliminar células tumorais por produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio. Estas células também secretam
grandes quantidades de IL-12, que atua nas células NK, e linfocitos T CD8",
aumentando o potencial citotdéxico destas células, favorecendo, assim, as respostas
do tipo Thl. Entretanto, na tentativa do sistema imunolégico de manter a
homeostasia do corpo, ou por mecanismos de evasao das células tumorais, 0s
macréfagos passam a ser ativados pela via alternativa (IL-4 e IL-13) e se
diferenciam em M-2. Os macréfagos M-2 secretam grandes quantidades de IL-10,
gue regulam negativamente a resposta imunolégica a tumores, por interferir na
ativacdo de células citotoxicas e favorecer um ambiente imunossupressor que
promove a progressao tumoral (LENGAGNE et al., 2011; SPANO; ZOLLO, 2012;
ALLAVENA; MANTOVANI, 2012; QUAIL; JOYCE, 2013).

Outras células que podem tanto favorecer quanto inibir a progressao tumoral
sdo os linfocitos B: B-1 e B-2. As células B-1 se diferenciam das células B-2
convencionais pela fenotipagem, distribuicdo tecidual, morfologia e funcao
(HAYAKAWA et al., 1983). As células B-1 sdo encontradas predominantemente nas
cavidades pleural e peritoneal de camundongos (HAYAKAWA et al., 1984,
HAYAKAWA et al.,, 1986), tém suas funcbes efetoras diversificadas, participando
assim tanto da imunidade inata quanto da adaptativa, jA& que podem secretar
imunoglobulinas (HAYAKAWA et al., 1986), apresentar antigenos (VIGNA et al.,
2002), oferecer memoéria imunolégica (De LORENZO et al., 2007) e secretar
citocinas pré e anti-inflamatérias como TNF-a e IL-10 (O’'GARRA et al., 1992). Entre
outras funcbes, os linfocitos B-1 podem também participar do processo de
cicatrizagdo tecidual (OLIVEIRA et al.,, 2010) e atuar em diferentes respostas
imunoldgicas mediadas por células T (MARTINS, 2009). Por sua vez, os linfocitos B-
2 ou células B convencionais, quando identificadas no microambiente tumoral em

modelos de melanoma, podem secretar grandes quantidades de citocinas anti-
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inflamatérias com interleucina-10 (IL-10), que pode regular de forma negativa a
resposta imunoldgica a tumores ao favorecer a polarizacdo de macrofagos para um
perfil imunossupressor (DILILLO et al., 2010).

Ja as células T CD4" desempenham papéis multiplos na resposta antitumoral,
por serem células auxiliadoras que participam da ativacdo e polarizacdo de outras
células. As células T CD4" tipo Thl auxiliam a ativacdo classica de macréfagos
favorecendo uma resposta antitumoral. Em contraste, os linfécitos T CD4 tipo Th2,
auxiliam a ativacdo alternativa dos macrofagos e bloqueiam a resposta do tipo
Thlm, favorecendo portanto uma resposta pré-tumoral, (ALLAVENA; MANTOVANI,
2012; QUAIL; JOYCE, 2013).

Embora as células T CD8" e células NKT nio tenham sido descritas neste
estudo, hoje sabemos por estudos in vivo que estas células sdo recrutadas para o
microambiente tumoral, onde exercem um papel importante nas respostas
antitumorais (UGUREL et al., 2008; ZHANG et al., 2009; WETZEL et al., 2007).

Assim, considerando o importante papel que desempenham as células do
sistema imunolégico no desenvolvimento e progressao de tumores, o intuito deste
trabalho foi verificar a presenca de linfocitos T, B e macr6fagos no microambiente
tumoral apos 2, 7, 14 e 21 dias do desafio com células de melanoma murino
B16F10. Os dados obtidos no atual trabalho forneceréo novas informacdes para a
compreensdao dos mecanismos celulares e/o moleculares envolvidos no

desenvolvimento de tumores agressivos como o0 melanoma.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 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 os
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 21 dias do desafio:
- Controle: Animais sem injecao;
- PBS: Animais injetados com 100 pl de PBS 1X;
- Experimental: Animais injetados com células de melanoma B16F10

ressuspendidas em PBS 1X.

2.1.2 Cultura de células de melanoma B16F10

As células B16 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), mantida sem estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de
CO,. O descolamento das células para posteriores ensaios foi realizado por breve
exposicdo ao PBS 1% + EDTA 2 mM. O meio de cultura das células em cultivo era
trocado a cada dois dias.

2.1.3 Desafio tumoral

Os animais correspondentes ao grupo experimental foram injetados

subcutaneamente no dorso direito com 1 x 10° células de melanoma murino B16,

ressuspendidas em 100 ul de PBS 1X.
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2.1.4 Citometria de fluxo

Células do baco, linfonodo e local de injecdo das células tumorais (obtidas por
maceracao do tecido) e lavado peritoneal foram coletadas nos animais dos grupos
controle, PBS e experimental apos 2, 7, 14 e 21 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
blogueio 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 CDA45,
todos da BD Biosciences, Mountain View, CA), jA conjugado com o fluorocromo
desejado, diluido em PBS/BSA 1%. Apo6s incubacdo com anticorpo, as células
marcadas foram lavadas e ressuspendidas em 200 puL de PBS 1X para leitura em
aparelho de FACS Canto Il (BD). Os dados foram analisados usando os softwares
de andlises GraphPad Prism e FlowJo. Para a realizacdo das analises, foram
utilizadas as estratégias de gate descritas na Figura 1. No baco, linfonodo e periténio
o gate denominado de linfocitos foi utilizado para caracterizar principalmente as
populacdes linfocitarias. O gate denominado de fagocitos foi empregado para as
analises de células fagociticas e o gate denominado de granulécitos, para analises
de células granulociticas. Ja no tumor foi utilizado apenas um gate denominado de
leucécitos, avaliando-se apenas as células CD45" Esta pré-selecdo foi realizada
para excluir a possibilidade de falsos positivos, uma vez que a populacédo de células

tumorais é em numero muito maior do que a populacéo leucocitéria.
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Figura 1: Estratégias de gates. Imagem das estratégias de gates utilizadas nas analises das
populacdes celulares no baco, linfonodo, periténio e tumor de camundongos C57BL/6 apds 2, 7, 14 e
21 dias das injecdes.

As populacdes celulares do gate granulécitos foram analisadas, entretanto
nao foi encontrada significancia entre os grupos em nenhum dos periodos avaliados

2,7, 14 e 21 dias ap0s dos desafios (figura ndo mostrada).

2.1.5 Histologia

Para avaliar o tipo e quantidade de infiltrado apds 2, 7, 14 e 21 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 coloragcdo HE (hematoxilina e eosina). Para a obtencéo do fragmento
do baco, as pontas do orgao foram retiradas, em seguida o 6rgao foi dividido ao

médio, obtendo-se dois fragmentos: um para analises por citometria de fluxo e outro
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para analises histopatologicas. Ja o fragmento analisado do tumor corresponde a
metade do material retirado.

Apoés obter material para as analises histopatologicas, este foi submetido aos
seguintes processos (TIMM, 2005):
- Fixacdo do material: O material coletado foi fixado em formol 10%. Esta técnica
permite aumentar a vida util do material a ser analisado preservando sua arquitetura
tecidual.
- Inclusdo: Este procedimento consiste na impregnacdo do tecido com uma
substancia firme que permita posteriormente secciona-la em camadas delgadas
(cortes). Aqui foi utilizada a parafina, por ter um facil manuseio e excelentes
resultados. As etapas da inclusdo compreendem a desidratacdo, quando é feita a
retirada da agua dos tecidos e a substituicdo por alcool, ja que a parafina ndo é
miscivel em agua. Em seguida, € realizada a diafanizacdo, que consiste na
substituicdo do alcool dos tecidos por xilol, substancia que tem por finalidade, neste
procedimento, tornar o tecido translicido e permeéavel a luz do microscépico, e por
fim a impregnacédo, na qual o xilol é substituido por parafina fundida e catalogada
em blocos.
- Microtomia: Esta etapa utiliza micrétomos com o objetivo de obter cortes
sucessivos, delgados e uniformes a partir dos blocos de parafina com as amostras
de tecidos.
- Montagem da lamina: Os cortes obtidos por microtomia sédo entdo desparafinados
reidratados e corados com hematoxilina entre 5 e 15 minutos. Apés lavados com
agua corrente por 10 minutos, os cortes sdo corados com eosina entre 1 e 10
minutos, lavados em agua e desidratados em alcool 70% rapidamente. Finalmente,
0s cortes sdo montados em laminas, cobertos com uma laminula e catalogados para
analises posteriores. A leitura das laminas foi realizada em microscopio Optico
convencional (NIKON ECLIPSE E200, Japao). Os resultados das analises
histopatoldgicas foram utilizados como complementares aos resultados obtidos das

analises por citometria de fluxo.
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2.1.6 Anélises estatisticas

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

consideradas estatisticamente significativas.
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Resumo

A incidéncia do cancer tem sido mundialmente alarmante nos Gltimos 10 anos, constituindo
um grave problema de salde pablica, com expectativas de aumento para as proximas décadas.
No Brasil, o cancer de maior prevaléncia é o de prdstata, entretanto 0s canceres de pele tém
impactado de forma significativa. Dentre os canceres de pele, 0 melanoma é o que mais causa
Obitos devido a sua alta capacidade de metastatizar. Varios fatores estdo envolvidos no
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desenvolvimento do melanoma, entre eles destacam-se as interacdes das células neoplasicas
com células normais presentes no local onde o tumor se desenvolve e mutacfes genéticas
especificas, como a mutacdo do gene BRAF, que ocorre em cerca de 50% a 70% dos casos de
melanoma humano. Nesta revisdo, sdo apresentados os principais achados descritos nos
ultimos 10 anos em relagdo as mutacbes e as interacdes das células neoplasicas com 0s
componentes do microambiente tumoral em modelo de melanoma.

Palavras-chave: Melanoma. Macrofagos. Células B-1. Linfécitos T. Citocinas.

Introducéo

Entende-se por cancer o conjunto de doencas que tém em comum 0O crescimento
desordenado e maligno de diversas linhagens celulares, podendo espalhar-se para outros sitios
distantes do local de origem formando os tumores secundarios ou metastases (Robbins e
Cotran, 2008).

Hoje se sabe que o cancer é a segunda doenca que mais causa Obitos no mundo,
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. Os canceres podem ser causados por
diversos fatores como hereditariedade, tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo,
medicamentos, fatores ambientais, 0s quais sdo responsaveis por 80% a 90% dos casos
conhecidos (INCA, 2011).

O melanoma, um tipo de céancer de pele, representa apenas 4% das neoplasias
malignas da pele, entretanto é considerado o mais grave devido a sua alta tendéncia para gerar
metastases (INCA, 2014), que sdo responsaveis por aproximadamente 90% de todas as mortes
relacionadas a este tipo de cancer (Nguyen e Massagué, 2007). O melanoma se origina nos
melandcitos (Haass et al., 2005) e acomete principalmente adultos brancos (Revisado por
Maire et al., 2014). Na progressdo do melanoma, estdo envolvidos multiplos fatores como
alteracbes genéticas no hospedeiro e interacbes com o microambiente onde o tumor se

desenvolve (Revisado por Brandner e Haass, 2013).
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A aquisicdo de fenotipos metastaticos por células de melanoma pode ocorrer pela
mutacdo de genes especificos, como, por exemplo, a mutacdo no gene BRAF que codifica a
proteina RAF, molécula constitutiva da via de sinalizacdo intracelular RAS-RAF-MEK-ERK,
(Revisado por Ott e Bhardwaj, 2013; Bello et al., 2013). A mutacdo em BRAF ocorre em
cerca de 50 a 70% dos pacientes com melanoma e leva a constante ativacdo da cascata
MAPK, que favorece a aquisicdo de um fendtipo metastatico das células tumorais ao induzir
proliferacdo, resisténcia a apoptose e neoangiogéneses (Revisado por Ott e Bhardwaj, 2013;
Bello et al., 2013).

Outras mutacdes que aparecem frequentemente em pacientes com melanoma e
favorecem o comportamento mais agressivo do tumor sdo as mutagdes no gene GNAQ, que
codifica a proteina de ligacdo ao nucleotideo guanina (50% dos casos de melanoma) e
mutacdes no gene NRAS (15% dos casos), que codifica a proteina RAS, molécula também
constitutiva da via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK (Revisado por Ott e Bhardwaj, 2013;

Bello et al., 2013).

Microambiente tumoral e melanoma

Diversos estudos tém demonstrado que a aquisicdo de um fendtipo mais agressivo das
células tumorais é dependente de interacGes diretas e/ou indiretas com 0s componentes do
local onde o tumor se desenvolve (Revisado por Brandner e Haass, 2013). Esse
comportamento mais agressivo das células tumorais € caracterizado pela proliferacao
incontrolada, evasdo de supressores de crescimento, escape da resposta imune, inducdo de
inflamacdo, angiogénese, instabilidade gendmica, mutacOes, resisténcia a morte celular,

invasdo e metastases (Revisado por Hanahan e Weinberg, 2011; Brandner; Haass, 2013).
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O microambiente tumoral, definido como o local de desenvolvimento do tumor, é
formado ndo s6 por células neoplasicas, mas também por células do estroma, células do
sistema imunoldgico e varios outros tipos de células ndo tumorais (Figura 1). Neste
microambiente, também sdo encontrados outros elementos, como citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e nutrientes que podem igualmente favorecer alteracdes fenotipicas das

células tumorais (Joyce; Pollard, 2009; Rogers; Holen, 2011; Revisado por: Quail e Joyce,

2013).
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Figura 1: Microambiente tumoral. Modelo representativo dos componentes do microambiente tumoral. CMS
= Células mesenquimais; CEPs = células endoteliais progenitoras. Figura adaptada de: Upreti et al., (2013)

As células do sistema imunoldgico presentes no microambiente tumoral geralmente
sdo células inflamatérias como macrofagos (TAMs, Macrdfagos Associados ao Tumor),
mastocitos, neutrdfilos, linfocitos T e B, células natural killer (NK) e linfocitos T invariantes

(células NKT) (Murdoch et al., 2008; Egeblad et al., 2010; DeNardo et al., 2010; Gajewski et

al., 2013).
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Macrdéfagos (TAMSs) e melanoma

Os TAMs, maiores componentes do microambiente tumoral, sdo considerados
importantes reguladores da tumorigénese por desempenhar papéis efetores durante a resposta
ao desenvolvimento dos tumores. Entretanto, por serem células funcionalmente plasticas, que
podem mudar seu estado de polarizacdo de M-1 (macrdfagos ativados pela via classica) para
M-2 (macréfagos ativados pela via alternativa), os TAMs podem também promover a
progressao tumoral (Rogers e Holen, 2011; Quail e Joyce, 2013).

Os TAMs, quando ativados pela via classica (IFN-y, Interferon gama), se diferenciam
em macréfagos M-1. Estes normalmente aparecem no microambiente tumoral em lesdes
iniciais (inflamacdo aguda), sdo capazes de eliminar células tumorais por produzir espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio, secretam grandes quantidades de IL-12, que atua nas
células NK, e linfocitos T CD8", aumentando o potencial citotoxico destas células,
favorecendo, assim, respostas do tipo Thl ou antitumoral (Figura 2). Entretanto, na tentativa
do sistema imunoldgico de manter a homeostasia do corpo, ou por mecanismos de evasao das
células tumorais, os macrofagos passam a ser ativados pela via alternativa (IL-4 e IL-13) e se
diferenciam em M-2 (Figura 3). Os macréfagos M-2 secretam grandes quantidades de IL-10,
que regulam negativamente a resposta imunoldgica aos tumores, por interferir na ativacdo de
células citotoxicas e favorecer um ambiente imunossupressor que favorece a progressao
tumoral (Revisado por: Spano e Zollo, 2012; Allavena e Mantovani, 2012; Quail e Joyce,
2013). Os macrdfagos do fenotipo M-2 também produzem fatores de crescimento como o
VEGF (fator de crescimento endotelial), que contribui com a manutencdo do tumor e facilita a
formagdo de metastases por ser uma proteina que auxilia na producdo de novos vasos

sanguineos e/ou linfaticos e metaloproteinases, como MMP-9, que degradam a matriz
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extracelular para favorecer a formacdo de metastases (Revisado por Allavena e Mantovani,

2012).

Resposta Antitumoral

Macrofagos

IFN-y

Thl l

Macroéfagos M-1

Tho le— 1L-12 /\ ROS, RNS

T CD8, NK Controle do crescimento

tumorale/ ou
\ / eliminagéo

1 Atividade Citotoxica

Figura 2. Ativacdo classica dos macrofagos. Os macrdfagos, ap6s entrarem em contato com INF-y no
microambiente tumoral, polarizam para o perfil M-1, os quais passam a secretar grandes quantidades de 1L-12,
gue auxilia na diferenciagdo de linfocitos ThO em Thl. Os linfocitos Thl produzem INF-y, que mantém o ciclo
de ativacdo classica dos macrdfagos. A IL-12 também age em células T CD8 e NK, aumentando o potencial
citotdxico destas células e, consequentemente, auxiliando no controle e na eliminacdo de células tumorais. Os
macrofagos ativados pela via classica produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), que
também auxiliam na eliminacdo de células tumorais. IL = interleucina

No microambiente do melanoma, assim como na maioria dos tumores soélidos,
predominam os macrofagos do fendtipo M-2 (Tham et al., 2014; Schonhaar et al., 2014).
Relatos da literatura ttm mostrado que a polarizacdo dos macrdfagos para o perfil M-2 pode

ser influenciada por células B-1 (Revisado por Lopes e Mariano, 2009; Wong et al., 2010).
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Figura 3. Ativacdo alternativa dos macrofagos. Os macréfagos, apds entrarem em contato com as citocinas
IL-4 e IL-13 no microambiente tumoral, polarizam para o perfil M-2, passando a secretar grandes quantidades de
IL-10, que inibe a acdo da IL-12 bloqueando a resposta do tipo Thl e dando prevaléncia a resposta Th2,
diminuindo a producdo de INF-y e assim auxiliando na progressdo tumoral. Os macréfagos M-2 produzem
MMP-9 (metaloproteinases), que degradam MEC (matriz extracelular) e produzem VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), que auxilia na formacdo de novos vasos no microambiente do tumor favorecendo a
progressao tumoral e metéstases. IL = Interleucina

Linfocitos B e melanoma

As células B-2, ou linfocitos B convencionais, sdo conhecidos por ser mediadoras da
imunidade tumoral. Entretanto, os mecanismos utilizados para exercer esta fungdo séo
controversos ou ndo estdo completamente elucidados. Alguns autores postulam que no
modelo de melanoma murino os linfocitos B aumentam a infiltracdo de linfocitos T
citotoxicos e a producdo de citocinas no microambiente tumoral, favorecendo a imunidade

tumoral contra este tipo de células tumorais (Kobayashi et al., 2014).
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No entanto, outros autores demonstram que as células B-2 no microambiente tumoral
em modelos de melanoma secretam grandes quantidades de IL-10, que regula negativamente
a resposta imunologica ao tumor por promover a polarizacdo de macréfagos para um perfil
imunossupressor (DiLillo et al., 2010; Inoue et al., 2006).

Outro tipo de linfocitos B, também estudados no modelo de melanoma murino, séo as
células B-1. Este tipo de linfocitos sdo encontrados predominantemente nas cavidades pleural
e peritoneal de camundongos adultos (Hayakawa et al., 1984; Hayakawa et al., 1986), tém
suas funcdes efetoras diversificadas participando tanto da imunidade inata quanto da
adaptativa, ja que podem secretar imunoglobulinas (Hayakawa et al., 1986), apresentar
antigenos (Vigna et al., 2002), oferecer memdria imunolodgica (De Lorenzo et al., 2007) e
secretar citocinas pré e anti-inflamatdrias, como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) (TNF-
a) e IL-10 (O’Garra et al., 1992). Entre outras fungdes, as células B-1 também participam do
processo de cicatrizacdo tecidual (Oliveira et al., 2010) e atuam em diferentes respostas
imunolégicas mediadas por células T (Nogueira-Martins e Mariano, 2010). Em 2004, Popi et
al. demonstraram em modelos in vitro que linfécitos B-1 em cocultivo com macréfagos,
regulam negativamente a atividade fagocitica destas células, demonstrando um papel
imunossupressor dos linfécitos B-1 pela alta secrecdo da citocina IL-10. Assim como
demonstrado por Popi (2004), outros autores (Revisado por Lopes e Mariano, 2009; Wong et
al., 2010) sugerem que células B-1 podem favorecer a polarizacdo de macrofagos para um
perfil M-2, o qual pode promover respostas pro-tumorais. Além disso, estudos in vitro
mostraram que interacOes fisicas entre linfocitos B-1 e células de melanoma murino B16F16
promovem aumento do potencial metastatico dessas células tumorais (Perez et al., 2008,
Staquicini et al., 2008, Xander et al., 2013). Embora tenha sido descrito que células B-1
podem migrar para focos de inflamacéo (Almeida et al., 2001), até 0 momento a presenca de

linfocitos B-1 no microambiente tumoral ndo tem sido abordada.
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Linfocitos T e melanoma

Ja se demonstrou in vivo que células de melanoma produzem quimiocinas que
favorecem o recrutamento de linfocitos TCD8 especificos e células NKT para o sitio onde o
tumor se desenvolve (Ugurel et al., 2008; Zhang et al, 2009). Uma vez que a principal fungéo
destas células é eliminar células alteradas, a presenca delas no microambiente do tumor pode
favorecer uma resposta antitumoral adequada (Wetzel et al., 2007).

Ja as células T CD4" desempenham papéis mdltiplos na resposta antitumoral, por
serem células auxiliadoras que participam tanto da ativacdo como da polarizacdo de outras
células. As células T CD4" do perfil Thl auxiliam na ativacio classica de macrofagos
favorecendo a resposta antitumoral (Figura 2). Em contraste, as células T CD4" do perfil Th2
exercem papéis pro-tumorais, por auxiliar na ativacdo alternativa dos macréfagos e bloquear a
resposta do tipo Thl (Fig. 1; Allavena e Mantovani, 2012; Quail e Joyce, 2013).

Recentemente Haabeth et al. (2014) revisaram que as células T CD4" podem também
realizar funcdes citotoxicas eliminando as células tumorais ap6s o reconhecimento, via MHC
de classe Il, de antigenos tumorais expressos nessas células. Entretanto, ainda ha varias
questBes em relacdo as funcgdes citotdxicas das células TCD4 que devem ser esclarecidas em

breve.

Interleucinas, quimiocinas e melanoma

As células de melanoma expressam varios tipos de citocinas e quimiocinas, entre

outros fatores sollveis, que podem agir em outras células para apoiar seu comportamento

maligno, favorecendo sua progressao e disseminacdo (Richmond et al., 2009).
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Durante a progressio do melanoma, a producdo de quimiocinas aumenta
progressivamente no microambiente tumoral, em parte devido a alteracdo de vias de
sinalizacdo, como a via NF-kappa B (Richmond, 2002). As principais quimiocinas produzidas
pelas células de melanomas sdo as CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7 e 8, que se ligam a receptores
CXCR?2, expressos em células endoteliais, promovendo, assim, o recrutamento dessas celulas
para a formacdo de novos vasos no microambiente tumoral (Varney et al., 2003; Varney et al.,
2006). A expressdo da quimiocina CXCL8, junto com outras proteinas, possibilita as células
de melanoma formar estruturas que anastomosam com vasos ja formados, garantindo o
aporte de nutrientes e oxigénio no interior do tumor. Este fenémeno é conhecido como
mimetismo vasculogénico (Maniotis et al., 1999; Mourad-Zeidan et al., 2008). Além das
guimiocinas angiogénicas, as células de melanoma também podem produzir quimiocinas
angiostaticas, como a CXCL9, 10 e 11, que, quando ligadas ao receptor de quimiocina
CXCR3, inibem a angiogénese (Mehrad et al., 2007; Keeley et al., 2008).

Em relagdo a presenca de citocinas, Mantovani (2009) revisou o papel das citocinas
inflamatorias no microambiente tumoral mostrando que elas favorecem a formacdo de
metastases. Entre essas citocinas, a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-o (TNF-a) sdo reguladas pelo fator de transcricdo NF-kappa B.

Os receptores Toll-like (TLR) também podem agir na ativacdo da via NF-kappa B
induzindo a expressdo de quimiocinas e receptores de quimiocinas, para aumentar 0 processo
inflamatdrio e o recrutamento de macrofagos, com a producdo de citocinas e a ativagao de
vias de transducdo de sinal, que podem promover o crescimento de tumores e metastases
conforme demonstrado na Figura 3 e revisado por Wang et al., 2014.

Moretti et al. (1999) demonstraram que no microambiente de tumores primarios de
melanoma sdo encontradas altas concentragdes de IL-1a, IL-1p, IL-6 e seus receptores, IL-8,

TNF-0, TGF-B ¢ seus receptores ¢ GM-CSF (fator estimulador de col6nias de macréfagos e
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granuldcitos) e seus receptores. A producdo das citocinas, quimiocinas e seus receptores pode
ativar diversas vias pro-metastaticas nas celulas tumorais, seja por mecanismos autécrinos,
seja por interacdo indireta com outras células que sustentam o comportamento maligno das

células neoplésicas.

Conclusodes

Os dados apresentados nesta revisdo nos levam a concluir que células de melanoma
estabelecem constante comunicacdo com células ndo tumorais presentes no microambiente
tumoral, seja para apoiar seu comportamento maligno, seja para favorecer sua eliminacdo. A
presenca de macrofagos M-1, linfécitos T CD4 tipo Thl, linfécitos T CD8 e células NKT no
microambiente tumoral pode estar associada com uma melhor resposta antitumoral. Ja a
presenca de macrofagos M-2, linfocitos T CD4 tipo Th2 e os linfécitos B-1 e B-2 pode estar
relacionada com respostas pré-tumorais.

Alem das interacbes das celulas tumorais com seu microambiente, a existéncia de
mutacdes tanto nas células tumorais como nas ndo tumorais pode também favorecer o
crescimento e a metastatizacdo do melanoma assim como de outros tipos de tumores.
Portanto, novos estudos devem ser realizados para identificar e caracterizar melhor os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento e na metastatizacdo de tumores. Isto com o

intuito de delinear novas estratégias para a prevencao e o controle de varios tipos de cancer.
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RESUMO

Recentes estudos tém demonstrado que no microambiente onde o tumor se
desenvolve existe uma conversa dindmica entre as células tumorais e as células do
sistema imune, que podem tanto favorecer como inibir o crescimento do tumor e/ou
a formacdo de metastases. Entretanto, pouco se conhece sobre a cinética de
migracdo dessas células ao local onde o tumor se desenvolve. Assim, o intuito do
presente trabalho foi verificar alteracdes na porcentagem de linfocitos T CD4,
linfécitos B e macrofagos nos tecidos linfoides durante o desenvolvimento do
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melanoma. Para isto, camundongos C57BL/6 foram injetados subcutaneamente com
células de melanoma murino B16F10 ou com PBS para avaliacdo das populacdes
celulares no peritdnio, baco, linfonodo e sitio de injecdo do tumor apés 2, 7, 14 e 21
dias do desafio tumoral. Analises dos resultados obtidos na citometria de fluxo
revelaram aumento no percentual de linfocitos B-2 e B-1 no microambiente tumoral
apos 2, 14 e 21 dias, respectivamente. Mas as andlises das populacdes de CD4 e
fagdcitos presentes no microambiente tumoral nos mesmos periodos néo
evidenciaram diferencas notdveis, quando comparadas as percentagens dessas
células presentes no mesmo local em animais injetados com PBS. Em contraste aos
achados no microambiente tumoral, a percentagem de linfécitos B-1 diminuiu no
peritdbnio apds 21 dias do desafio. Este achado sugere possivel migracdo dos
linfocitos B-1 do peritdnio ao local onde o tumor se desenvolve. Assim, estes dados
em conjunto confirmam a presenca de linfocitos B-2 no microambiente tumoral e
revelam pela primeira vez o aparecimento de um novo componente do
microambiente tumoral: os linfécitos B-1.

Palavras-chave: Microambiente tumoral. Melanoma murino. Linfécitos B-1.
Linfocitos B-2.

INTRODUCAO

Melanoma é considerado o mais agressivo dos canceres de pele pelo seu alto
potencial para produzir metastases, que sao as responsaveis por aproximadamente
90% de todas as mortes relacionadas a este tipo de cancer (Weber et al., 2007;
Nguyen; Massagué, 2007; Spano; Zollo, 2012; Weinstein et al., 2014).

A formacdo de metastases é um processo complexo no qual as células
tumorais adquirem propriedades que permitem degradar a matriz extracelular (MEC),
viajar através de vasos sanguineos e/ou linfaticos e invadir 6rgdos e tecidos
diferentes do local de origem do tumor (Nguyen; Massagué 2007; Spano; Zollo
2012). Para isso acontecer, diversos estudos tém mostrado que as células tumorais
interagem de forma direta ou indireta com os componentes do microambiente onde o
tumor se desenvolve (Brandner; Haass, 2013).

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

encontrados também outros elementos, como citocinas e quimiocinas, fatores de
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crescimento, produzidos tanto pelas células do estroma quanto pelas células
tumorais (Joyce; Pollard, 2009; Rogers; Holen, 2011; Quail; Joyce, 2013).

As células do sistema imune presentes no microambiente tumoral geralmente
sdo ceélulas inflamatorias, como macréfagos (TAMs, Macréfagos Associados ao
Tumor), mastocitos, neutrofilos, linfoécitos T e B, células natural killer (NK) e linfocitos
T invariantes (células NKT) (Murdoch et al., 2008; Egeblad et al., 2010; DeNardo et
al.,, 2010; Gajewski et al., 2013). Os TAMs, sao considerados importantes
reguladores da tumorigénese por desempenhar papéis efetores importantes na
resposta antitumoral. Entretanto, por serem células funcionalmente plasticas, que
podem mudar seu estado de polarizacdo de M-1, quando ativados pela via classica
(IFN-y), para M-2, quando ativados pela via alternativa (IL-4 e IL-13), os TAMs
podem também promover a progressao tumoral (Mosser; Edwards, 2008; Rogers;
Holen, 2011; Quail; Joyce, 2013).

Relatos da literatura tém mostrado que as células B-1, um subtipo de
linfécitos B encontrado predominantemente nas cavidades pleural e peritoneal de
camundongos, modulam a polarizacdo de macréfagos para um perfil
imunossupressor (Revisado por: Lopes; Mariano, 2009; Wong et al., 2010). Por sua
vez, as células B-2, ou linfécitos B convencionais, sdo conhecidas por ter um papel
importante como mediadoras da imunidade tumoral (Kobayashi et al., 2014).
Entretanto, os mecanismos utilizados para exercer esta funcdo sdo controversos ou
nao estdo completamente elucidados.

Embora existam evidéncias da presenca das células do sistema imune no
microambiente, ainda ndo esta bem caracterizada a cinética de migracdo destas
células dos orgaos linfoides secundarios ao sitio do tumor nas fases iniciais do
desenvolvimento do melanoma murino. Por isto, no atual trabalho, investigamos as
populacdes de células TCD4, linfécitos B, B-1 e macréfagos no baco, linfonodo,
peritdnio e tumor, com o intuito de verificar a cinética dessas células apos 2, 7, 14 e

21 dias do desafio com células tumorais ou injaria por injecédo de PBS.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 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 patogénicos (SPF), em microisoladores com agua e racao
autoclavadas. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica da
Universidade Paulista (Protocolo n. 171/13 CEP/ICS/UNIP).

Cultura de células

As células de melanoma murino B16F10 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) em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO,. O descolamento das células para posteriores ensaios foi
realizado por breve exposicdo ao PBS 1% + EDTA 2 mM.

Desafio tumoral

Os animais correspondentes ao grupo experimental foram injetados
subcutaneamente no dorso direito com 1 x 10° de células B16F10, ressuspendidas
em 100 pL de PBS 1X. Como controles, foram adicionados dois grupos: grupo PBS,
animais injetados somente com 100 pL de PBS, e grupo controle, animais sem

injecao.

Citometria de fluxo

Células do baco, linfonodo, lavado peritoneal e sitio de injecdo das células

tumorais foram coletadas, lavadas e tratadas com tampéo de hemolise. Para cada
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amostra, 1 x 10° células foram incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 por 20 min
a 4 °C. ApGs a lavagem, as células foram incubadas por 1 h a 4 °C com o0 anticorpo
de escolha (CD4, CD11b, CD19, CD23 e CD45, todos da BD Biosciences, Mountain
View, CA) ja conjugado com o fluorocromo desejado, diluido em PBS/BSA 1%. Para
andlises das populacbes celulares presentes no microambiente tumoral, células
foram também marcadas com anti-CD45 para diferenciar a populagédo leucocitéria
(CD45") das células tumorais (CD45). Células marcadas foram adquiridas em
citometro de fluxo FACS Canto Il (BD Bioscience). Os quadrantes para a definicao
das populacdes celulares foram determinados com base na fluorescéncia de células
ndo marcadas. Os dados foram analisados usando os softwares de analise FlowJo
(Tree Star, USA) e GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA). As populacdes
analisadas foram: linfocitos T CD4 (CD19 e CD4"), linfocitos B convencionais
(CD19+ e CD23+), linfécitos B-1 (CD19" e CD23) e macréfagos (CD19 e CD11b").

Histologia

Fragmentos de baco e de tumor ou sitio de injecdo tumoral foram coletados
apos 2, 7, 14 e 21 dias do desafio do tumor nos animais injetados com células
tumorais, com PBS ou sem injecdo. Amostras foram fixadas em formol 10% para
posterior confeccdo de bloco de parafina. Laminas foram coradas com hematoxilina

e eosina (HE) para andlises histopatoldgicas.

Anélise estatistica

Cinco animais por grupo foram avaliados em cada situacdo experimental. Os
dados sé@o expressos pela média do grupo e pelo desvio padrdo. As comparacdes
estatisticas foram realizadas pela analise de variancia de uma ou duas vias seguidas
dos pos-test Turkey ou Bonferroni, respectivamente. Diferengas com valor de p <

0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS

Linfécitos T CD4 no bagco aumentam apds 7 dias da injecdo de células de

melanoma.

Com o intuito de verificar possiveis alteracdes nos percentuais de linfocitos T
CD4, B e fagécitos, no baco, linfonodo, peritdnio e sitio de injecdo durante o
desenvolvimento do melanoma, animais C57BL/6 foram ou n&o (grupo controle)
desafiados com células de melanoma B16F10 (grupo experimental) ou somente
PBS (grupo PBS). Andlises das populacdes celulares presentes no baco mostraram
diferencas significantes no percentual de linfécitos T CD4 (CD19°, CD4") no grupo
experimental quando comparados com 0s grupos controle e PBS, apds 7 e 14 dias
do desafio. No entanto, andlises para identificacdo destas células no linfonodo,
peritbnio e no tumor ndo revelaram diferencas estatisticas quando comparado aos

grupos PBS e controle em 2, 7, 14 e 21 dias ap0s o desafio (Figura 1).
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Figura 1: Populagdes celulares em camundongos C57BL/6 apOs desafio com células de melanoma B16F10. Grupos de camundongos sem injecéo
(Controle) ou injetados com PBS 1X (PBS) ou com 1 x 10° células de melanoma B16F10 (Experimental) foram eutanasiados apés 2, 7, 14 e 21 dias do
desafio. Células obtidas do linfonodo inguinal direito (Linfonodo), periténio ou de fragmento do baco (Baco) e do sitio de injecdo das células tumorais/PBS
(Tumor) foram submetidas a analises por citometria de fluxo para identificacéo de linfécitos T CD4 (CD19°, CD4"), células B-2 (CD19", CD23") e macro6fagos
(CD19, CD11b"). Gréaficos correspondem ao valor médio dos percentuais de linfocitos T CD4 e B presentes no gate de leucocitos e de macréfagos presentes
no gate de fagdcitos no linfonodo, periténio, baco e tumor. * p < 0.05, *** p < 0,001.
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Células B16F10 promovem aumento do percentual de linfécitos B-2 e B-1 no

sitio onde o tumor se desenvolve.

Andlise da populacdo leucocitaria (CD45") presente no sitio de injecdo das
células tumorais, mostraram aumento significativo da percentagem de linfécitos B-2
e B-1, apos 14 e 2, 14, 21 dias, respectivamente do desafio, no grupo experimental
guando comparado com os grupos controle e PBS (Figuras 2 e 3).

De acordo com o mostrado na Figura 2, linfécitos B-1 aumentam no
microambiente tumoral em 2, 14 e 21 dias ap6s desafio com células de melanoma.
Interessantemente, a avaliagdo dessas células no peritbnio revelou reducéo

significante dessas células s6 apds 21 dias (Figura 4).

Analise do percentual de linfécitos B-1 foi também realizado no linfonodo e no
baco, entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimental, PBS e controle, possivelmente porque esta populacao celular € quase
inexistentes no linfonodo e bago (Figura ndo mostrada).

De forma semelhante com os linfécitos B-1, o percentual de fagdcitos nao
apresentou diferencas estatisticas entre os grupos, no baco e no linfonodo. Mais
surpreendentemente ainda, também no peritbnio e no microambiente tumoral, o
percentual de fagécitos se manteve relativamente semelhante entre 0s grupos

experimental, PBS e controle (Tabela 1).



45

250K B
200K *
- £ | eucacitos
8 =20
w 3
100K
50K > "
0 {
0 50K 100K 150K 200K 250K ’ - - - =
FSC-A 0 " Comp-;:cmc Blue-A: CD45 E 1
c Linfocitos T CD4 Linfocitos B-2
100~ 100+
w 60 w 60
] ©
3 3
S 40- S 40- +
@ @
T T
(=] 3
S 204 S 20-
0- 0-
R R AA P X \'?'Q’\'bc \&\&\&\# \'39\'59\0%\‘5? R AR A A
RN AEENN IS AN (NN RN AEENZN IS A IR (NN
@8 CONTROLE
Macroéfagos Linfocitos B-1 8 PBS
@B EXPERIMENTAL
100+ 100+
w 60 w 60 x
© ©
3 3
S 404 S 40-
@ @
T T P
X 20 X 201 :
0- 0-
\1{9\#\#\# \&\#\&\# A \’b%\’&e \’#\'p\#\@@ A \’b%\'«’? \,ga\,p\@%\qp
IRNASINEENA AR N NN NI\

Figura 2. Percentual de células presentes no microambiente tumoral. Para andlises da
populacdo leucocitaria presente no microambiente tumoral (A), células foram primeiramente
selecionadas pela expressdo do marcador CD45 (B). Da populacdo CD45", foram identificados os
linfécitos 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 linfocitos T CD4,
células B (B-1 e B-2) e macrofagos presentes no gate de leucocitos. * p < 0.05, ** p < 0,01. Os
resultados estatisticos aqui expressos referem-se aos resultados do grupo experimental versus PBS.
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Figura 3: Avaliacdo de linfocitos B e B-1 no peritdnio e no tumor. Grupos de camundongos sem inje¢do (Controle) ou injetados com PBS 1X (PBS) ou
com 1 x 10° células de melanoma B16F10 (Experimental) foram eutanasiados apés 2, 7, 14 e 21 dias do desafio. Células peritoneais totais ou de fragmento
do sitio de injec&o das células tumorais/PBS (Tumor) foram submetidas a analises por citometria de fluxo para identificacéo de linfécitos B-2 (CD19", CD23")
e B-1 (CD19", CD23). Gréaficos correspondem ao valor médio dos percentuais de linfocitos B-2 e B-1 presentes no gate de leucécitos.
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Tabela 1: Resumo das populagdes celulares observadas ap6s 2, 7, 14 e 21 dias do desafio com PBS ou com células tumorais B16F10. Grupos de
camundongos injetados com PBS 1X (PBS) ou com 1 x 10° células de melanoma B16F10 (Experimental) no dorso direito foram eutanasiados apés 2, 7, 14 e
21 dias do desafio. Células obtidas do linfonodo inguinal direito (Linfonodo), peritdnio ou de fragmentos de bago (Bago) e do sitio de injecdo das células
tumorais/PBS (Tumor) foram submetidas a analises por citometria de fluxo para identificacdo de linfocitos 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 linfocitos T CD4 e B presentes no
gate de leucécitos e de macréfagos presentes no gate de fagdcitos no linfonodo, peritdnio, baco e tumor. (No tumor, todas as analises foram realizadas a

partir de um Unico gate, leucécitos). * p < 0.05, ** p < 0,001, *** p < 0,001.

2 Dias

7 Dias

14 Dias

Linfécitos B-1
Linfocitos B-2
Macréfagos
Linfécitos

T CD4

Linfécitos B-1
Linfécitos B-2
Macréfagos
Linfécitos

T CD4

Linfécitos B-1
Linfécitos B-2
Macrofagos
Linfécitos

T CD4

3,1%
36,4%
18,1%

53,9%

1,3%
8,6%
4,8%

50,1%

3,7%
20,2%
11,2%

50,8%

2,7%
25,5%
16,0%

49,3%

1,8%
10,0%
5,0%

52,9%

2,2%
11,0%
4,6%

53,7%

23,9%
22,2%
96,1%

41,1%

27,4%
5,9%
61,1%

55,1%

29,9%
8,8%
96,5%

63,9%

27,6%
13,2%
88,8%

35,4%

21,1%
9,0%
93,8%

61,0%

32,4%
12,6%
96,5%

59,0%

13,0%
28,2%
30,0%

37,7%

6,7%
8,9%
19,2%

33,3%

9,4%
9,5%
13,3%

38,7%

10,0%
19,0%
25,0%

33,4%

7,2%
10,2%
14,8%

43,1% *** 4

13,3%
11,2%
24,2%

35,5%* W

23,5%
17,2%
12,4%

26,0%

9,8%
25,1%
29,4%

26,5%

5,5%
15,7%
25,2%

29,7%

44,5% 1

30,8%
25,9%

23,1%

5,9%
11,5%
28,4%

28,0%

144%* T

31,1% * 4

20,2%
28,6%
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Linfécitos B-1

® Peritonio ®Tumor mOutros locais ® Periténio ®Tumor ®Outros locais

2 Dias 7 Dias

® Peritonio ®Tumor ®Outros locais ® Peritonio ®Tumor = Outros locais

14 Dias 21 Dias

Figura 4: Distribuicdo do percentual de linfécitos B-1 no tumor e peritbnio dos animais
desafiados com células de melanoma B16F10. Células obtidas de fragmento do sitio de injecédo
das células tumorais ou células peritoneais totais foram submetidas a andlises por citometria de fluxo
para identificacdo de linfécitos B-1 (CD19, CD23). Valores correspondem ao valor médio dos
percentuais de linfocitos B-1 presentes no tumor e peritdnio no (gate de leucdcitos). * p < 0.05, ** p <
0,01.*** p < 0,001. O valor de “p” corresponde aquele calculado entre o grupo experimental e o grupo
PBS no tumor e periténio.

Infiltrado leucocitario na regido da injecdo das células tumorais € maior apos
14 dias do desafio

Para melhor caracterizar o tipo de infiltrado presente no sitio de injecdo do
PBS ou das células tumorais, andlises histopatolégicas com coloragdo de HE foram
realizadas nos fragmentos de bacgo e tumor apés 2, 7, 14 e 21 dias. De acordo com
0 observado na Figura 5, células de melanoma B16F10 comumente se ajustam
umas as outras mantendo um padrdo celular e preservando sua arquitetura em
todas as fases aqui analisadas. As células de melanoma séo células de crescimento
acelerado, e, aos 21 dias aproximadamente da injecdo das células tumorais, o tumor
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chega a atingir a epiderme, evidenciando lesbes ulcerativas, degradacao de tecido
muscular e formagdo de novos vasos que podem favorecer o crescimento e a
metastatizacao das células tumorais (Figura 5 G, H).

De acordo com os achados nas andlises de citometria de fluxo, avaliacdes
histopatolégicas da regido de injecdo das células tumorais apresentam um infiltrado
maior apds 2 e 14 dias do desafio somente com células tumorais (Figura 5). Uma
avaliacdo mais criteriosa dos ensaios revela infiltrado leucocitario perivascular em 2
dias (Figura 5 A e B). Em 7 dias, o infiltrado € escasso, mas, apés 14 dias, 0
infiltrado fica visivel, predominando principalmente a populacéo linfoide (Figura 5 F).

Em contraste com o tumor, as analises histopatolégicas do baco néo
evidenciaram diferencas morfolégicas relevantes entre os grupos PBS, tumor, e

controle (figura ndo mostrada).



50

M b ﬁ“; 2 :
"X f’&'!‘,‘\-d‘}"i .
\ _, "'«1’

© - L4
L5 s
>
N ?

A\ \“.‘ b,
X R A St
(L Q N e
. X«
Y P

Figura 5: Micrografias do microambiente tumoral em 2, 7, 14 e 21 (G, H) dias ap06s injecdes de
células B16F10. Em 2 dias (A e B), p6de ser observada possivel migracao leucocitaria (setas 1 e 2)
para o local da injecdo das células tumorais (seta 4). Em 7 dias (C e D), j& foi possivel observar a
formacado do nédulo tumoral (seta 5) na hipoderme, entretanto o infiltrado leucocitario era baixo (seta
2) e as células tumorais (seta 4). Em 14 dias (E e F), o nédulo tumoral (seta 5) aproxima-se da derme
e o infiltrado leucocitario volta a aumentar (seta 2). Em 21 dias (G e H), o nddulo tumoral ja tomou
toda a derme e atinge a epiderme causando ulceracdes (seta 5), promovendo a formacdo de novos
vasos (seta 7) e a degradacdo de tecidos musculares (seta 6). Este cenario pode ser favoravel a
metastases, nas quais é comum observar células tumorais atingindo a luz da circulagdo (seta 8).
Imagens captadas no microscopio optico convencional (NIKON ECLIPSE E200, Jap&o) no aumento
de 10X e 40X, conforme indicado na figura.
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DISCUSSAO

De acordo com dados da literatura, nossos achados corroboram o influxo de
células do sistema imune no local de injuria, seja pela injecdo de PBS, seja pelo
desafio com células tumorais (Murdoch et al., 2008; Egeblad et al., 2010; DeNardo et
al., 2010; Gajewski et al., 2013). Entretanto, at¢ o momento pouco tem sido
mostrado em relacdo a cinética dessas células durante a evolugcéao de tumores.

No presente trabalho, foi avaliada a presenca de linfécitos T CD4, B, B-1 e
macréfagos no linfonodo proximal ao sitio de injecao tumoral, no periténio, baco e
microambiente tumoral durante a evolugdo do melanoma murino. Resultados obtidos
nas analises por citometria de fluxo das populacdes no baco revelam influxo
significativo da populacéo de linfocitos T CD4 em 7 e 14 dias no grupo experimental
(Figura 1). J& nas analises histopatoldgicas, ndo foi possivel observar diferencas na
reatividade deste 6rgdo entre os grupos experimental, PBS e controle (figura néo
mostrada).

O aumento de linfocitos T CD4 no baco pode estar associado as tentativas do
sistema imune de controlar o aumento de células tumorais via resposta Thl
(Ramanathan et al., 2014). A resposta Thl tem sido descrita por ser favoravel a
eliminacdo de tumores por promover a ativacao de células citotoxicas como NK, NKT
e linfécitos T CD88 e ativacdo dos macréfagos pela via classica (IFN-y) (Revisado
por: Allavena; Mantovani, 2012; Haabet et al., 2014). No entanto, ap6s 14 dias do
desafio, observou-se diminuicdo no percentual de células T CD4 no baco no grupo
experimental quando comparado com 0s outros grupos. Para verificar se esta
reducdo poderia estar associada a migracao de linfécitos T CD4 para o foco de
inflamacéo, foi avaliada a presenca destas células no local de injecdo das células
tumorais/PBS. Mas nédo foram constatadas diferencas no percentual destas células
entre o grupo experimental, PBS ou controle (Figura 2). Portanto, podemos sugerir
que esta diminuicdo ap6s 14 dias do desafio pode estar relacionada a tentativa do
sistema imune de manter a homeostasia ou por mecanismos de escape das células
tumorais, para assegurar sua integridade e capacidade alta de proliferacao.

De forma semelhante a relatos da literatura, o aumento no percentual de
linfécitos B-2 ou B convencionais foi observado no local de inje¢cdo das células
tumorais apés 14 dias do desafio (Figuras 1 e 2). Alguns autores postulam que no

modelo de melanoma murino os linfécitos B-2 aumentam a infiltracdo de linfocitos T
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citotoxicos e a producdo de citocinas no microambiente tumoral, favorecendo a
resposta antitumoral (Kobayashi et al., 2014). Em contraste, outros autores
demonstram que as células B no microambiente tumoral, também no modelo de
melanoma, podem secretar grandes quantidades de IL-10, que regula de forma
negativa a resposta imunolégica ao tumor por promover a polarizacdo de
macréfagos para um perfil imunossupressor (Inoue et al., 2006; DiLillo et al., 2010).

Outro achado importante e inédito do atual trabalho foi a presenca
significativa de linfécitos B-1 no microambiente tumoral apés 2, 14 e 21 dias do
desafio tumoral (Figuras 2, 3 e 4). Estes achados, junto com as analises do
percentual destas células no peritbnio, poderiam sugerir que células B-1 migram do
peritbnio ao microambiente tumoral (Figura 4). Esta hipbtese é sustentada pelos
dados da literatura que observaram a migracado destas células do peritbnio ao local
de injaria por corpo estranho (Almeida et al., 2001).

As células B-1 diferem das células B-2 convencionais pela fenotipagem,
distribuicdo tecidual, morfologia e funcdo (Hayakawa et al., 1983). As células B-1
sdo encontradas predominantemente nas cavidades pleural e peritoneal de
camundongos (Hayakawa et al., 1984; Hayakawa et al., 1986), tém suas funcdes
efetoras diversificadas, participando, assim, tanto da imunidade inata quanto da
adaptativa, jA& que podem secretar imunoglobulinas (Herzenberg et al., 1986),
apresentar antigenos (Vigna et al.,, 2002), participar de respostas imunes
supressoras (De Lorenzo et al., 2007) e secretar citocinas pro e anti-inflamatorias
como TNF-a e IL-10 (O'Garra et al., 1992). Entre outras funcdes, as células B-1
também participam do processo de cicatrizacdo tecidual (Oliveira et al., 2010) e
atuam em diferentes respostas imunoldgicas mediadas por células T (Martins, 2009).

Em 2004, Popi et al. demonstraram em modelo in vitro que células B-1, em
cocultivo com macroéfagos, regulam negativamente a atividade fagocitica destas
células, indicando um papel imunossupressor dos linfocitos B-1, provavelmente pela
alta secrec¢ao da citocina IL-10.

Além disso, Perez et al. (2008) e Staquicini et al. (2008) demonstraram em
modelos in vitro que linfocitos B-1 podem modular o crescimento e a metastatizagédo
das células de melanoma murino B16F10 por interacdes fisicas entre ambas as
células. Entretanto, interacao fisica in vivo entre linfécitos B-1 e células tumorais néo

foi ainda descrita na literatura. Por isto, o achado dos linfécitos B-1 no
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microambiente tumoral pode sugerir fortemente que estas células interagem também
in vivo, provavelmente para promover perfil mais agressivo das células tumorais.
Uma vez que o melanoma é considerado um cancer muito agressivo, n0ssos
resultados em conjunto sugerem que interacbes fisicas entre as células do
melanoma e as células B-1 podem favorecer o desenvolvimento do tumor. Isto
possivelmente mediado pela IL-10, pois as células B-1 produzem grandes
guantidades desta citocina, que inibe a ativacdo dos macrofagos tipo M-1 e favorece
o desenvolvimento de respostas supressoras orquestradas principalmente por
macréfagos tipo M-2 (O'Garra et al., 1992; Popi et al., 2004; Perez et al., 2008).
Embora este trabalho seja de grande valor na compreensao dos mecanismos
celulares envolvidos no estabelecimento do melanoma, novos ensaios devem ser
realizados para avaliar a cinética de linfocitos T CD8, NK, NKT, células reconhecidas

por orquestrar a resposta antitumoral.

CONCLUSOES

Aumento de linfécitos T CD4 no baco e aumento de linfocitos B-2 no
microambiente tumoral apds 7 e 14 dias, respectivamente, sugere a participacao
destas células no desenvolvimento do melanoma e correlacionam essas
constatacdes com dados ja descritos por outros autores.

Os resultados aqui apresentados mostram de forma inédita a presenca de
linfécitos B-1 no microambiente tumoral. A reducdo no percentual dessas células no
peritbnio e o aumento no microambiente tumoral sugere que células B-1 migram da
cavidade peritoneal ao sitio do tumor apds 21 dias do desenvolvimento do
melanoma. Considerando que células B-1 interagem in vitro com células B16F10, os
achados no atual trabalho sugerem que essas células interagem também in vivo
favorecendo possivelmente o crescimento e a metastatizagdo das células de
melanoma murino B16F10.

Novos estudos sdo necessarios para caracterizar a expanséo de células B-1

no microambiente tumoral.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Embora ndo tenham sido descritas nos procedimentos e resultados, as
analises de citocinas inflamatérias nas amostras de fragmentos do tumor/local de
injecdo foram realizadas também em todas as amostras avaliadas. Entretanto, os
resultados obtidos nessas analises ndo permitiram definir um perfil caracteristico de
citocinas entre 0s grupos, por este motivo, os dados ndo foram apresentados no

trabalho.
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