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RESUMO

MARTINS, B.B.K. Influéncia das Células B-1 no crescimento do Carcinoma de
Ehrlich em Camundongos (Influence of B-1 cellsinthe growth of Ehrlich
carcinoma in mice). Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, area de
concentragdo Imunopatologia Veterinaria) — Instituto de Ciéncias e Saulde,
Universidade Paulista 2011.

O tumor de Ehrlich (TE) € uma neoplasia de origem epitelial mamaria,
transplantavel em camundongos. O TE pode ter duas formas: a forma ascitica;
quando a inoculag&o das células neoplasicas é feita na cavidade peritoneal, e forma
solida; quando a inoculagdo é feita no tecido subcutdneo. Células B-1 sao
encontradas predominantemente nas cavidades peritoneal e pleural. Tem sido
demonstrado que as células de melanoma B16F10 sédo capazes de interagir com
células B-1 por meio de uma molécula de adesdo, MUC18, tornando o tumor mais
invasivo e metastatico. Neste estudo, foi avaliada a influéncia de células B-1a e B-1b
no crescimento do tumor quando sao inoculadas simultaneamente as celulas do TE
no coxim plantar. Foram utilizados quatro grupos de animais e avaliado o
crescimento do tumor nos animais do grupo controle (esses grupos receberam
somente as células tumorais), animais que receberam as células tumorais e células
B-1a e animais que receberam as células tumorais e células B-1b. Um segundo
grupo controle foi utilizado, o qual recebeu as células tumorais e linfécitos B-2. Foi
observado diferenga significativa entre os grupos, sugerindo que células B-1
participam negativamente na evolugdo deste tipo de neoplasia. Este trabalho
demonstra que o efeito que a célula B-1 causa no crescimento do melanoma n&o é

um fendmeno generalizado.

Palavras-chave: Tumor de Ehrlich. Células B-1. Imunidade.



ABSTRACT

MARTINS, B.B.K. Influence of B-1 cells in the growth of Ehrlich carcinoma in mice

Ehrlich's tumor is a transplantable mouse neoplasm of mammary epithelial
origin. The tumor may have two forms: the ascitic form when the inoculation of the
neoplastic cells is made into the peritoneal cavity and solid, when the inoculation is
made into the subcutaneous tissue. B-1 cells are lymphocytes found predominantly
in the peritonal and pleural cavities. It has been demonstrated that B16F10
melanoma cells are able to interact with B-1 cells through an adhesion molecule,
MUC18, turning the tumor more invasive and metastatic. In this study, we evaluated
the influence of B-1a and B-1b cells on the growth of the tumor when simultaneously
inoculated in the footpad. Using four groups of mice, we evaluated the tumor growth
in control animals (these groups received only tumor cells), animals that received
tumor cells and B-1a cells and animals that received tumor cells and B-1b cells. A
negative control group which received the tumor cells and B-2 was also used. A
significant difference between groups was observed suggesting that B-1 cells
negatively participate in the evolution of this type of neoplasia. These data
demonstrate that the enhancing effect that B-1 cells causes in melanoma growth is

not a generalized phenomenon.

Key-words: Ehrlich tumor. B-1 cells. Immunity.
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1. INTRODUGAO

O embasamento cientifico caracteriza-se por mudancgas sucessivas, levando a
continuas pesquisas, fazendo a verdade de hoje ndo ser a mesma de amanha.
Aceita-se a ideia de que um organismo vivo e seus sistemas ja ndao podem ser
observados separadamente. O sistema imune, por exemplo, esta intimamente ligado
ao sistema nervoso e ao endocrino e isso justifica a nomenclatura utilizada de
sistema neuroimuno-endécrino. Nesse contexto, destaca-se o processo inflamatorio
com os seus componentes humoral e celular, constituindo um mecanismo de
controle da homeostasia. A relacdo existente entre o processo inflamatério e a
atuacdo do sistema imunolégico € um fato estabelecido (AZEVEDO, 2007)
(GUERRA,1983).

O termo imune é originario do latim, “munis” que significa cargo, oficio, dever,
gue se refere aquele que cumpre seu dever. “In munis” significa livre de deveres ou
encargos (HOUAISS et al., 2001).

A palavra imunidade refere-se a um conjunto ndo apenas de privilégios,
vantagens ou iseng¢des de encargos, mas também, no intento de obter-se a
homeostasia dos seres vivos, o produto final poderda ser ndo obrigatoriamente
vantajoso ou positivo para o0 mesmo; sob o ponto de vista cientifico € um conjunto
de mecanismos que garante a homeostasia dos seres vivos. Um exemplo
caracteristico desse prejuizo do sistema imune ao organimos vivo sdo as doencgas
autoimunes, como no caso do Lupus Eritematoso Sistémico ou a Artrite Reumatoide,
em que as respostas imunes sdo direcionadas a alvos existentes no préprio
individuo (AZEVEDO, 2007).

Ha muito tempo, a célula tumoral tem sido interpretada como um agente
autdbnomo capaz de pelo crescimento expansivo, invadir os tecidos e localizar-se e
multiplicar a distancia, mimetizando um verdadeiro parasita. Ao realizar o presente
trabalho a indagacdo que desde logo se estabelece tem a ver com a importancia do
processo inflamatério na interagéo entre o tumor e o hospedeiro (GUERRA, 1983).

STAQUICINI et al. (2004) demonstraram que células B-1 promovem o
crescimento e difusdo do melanoma B16F10 no camundongo BALB/c. E também,
esse efeito se da pelo contato intimo das células B-1 com as células do melanoma,
mediado pela molécula de adesdo MUC18 (molécula de adesdo mucina 18).

Seguindo uma linha semelhante de pesquisa no laboratério de Imunologia da
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Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), experimentos revelam o
envolvimento das células B1 no crescimento do TE, porém este estudo, em
controvérsia com os resultados anteriores, as células B1 promovem um menor

crescimento do TE.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasia

A palavra de etiologia grega “Neoplasma” neos significa novo e plasma
significa formacgdo, é literalmente, crescimento novo, anormal, progressivo e
incontrolavel de um tecido (CHEVILLE, 1994).

Os primeiros estudos realizados referentes a natureza das neoplasias
revelaram que estas crescem independentemente. A transplantabilidade do tumor
venéreo canino (sarcoma de Sticker) foi estabelecida em 1876 e no inicio do século
XX, suspensdes teciduais de tumores mamarios de camundongos foram
transplantadas por varias geragdes (CHEVILLE, 1994).

Até o inicio do século XIX, sabia-se que o cancer ocorria em seres humanos,
e questionava-se, se esse processo era de natureza celular ou infecciosa. Um
importante marco na evolugdo do conhecimento desses processos ocorreu, através
da demonstra¢ao da composigéo celular das neoplasias, e desde entédo, passou-se a
estuda-los também sob o ponto de vista histolégico (DAGLI, 1989).

As evidéncias da existéncia de neoplasias em animais surgiram quando um
veterinario francés publicou seus estudos sobre tumores em animais, demonstrando
serem estes constituidos por células semelhantes a dos humanos. Tumores
humanos e de animais mostram grandes semelhangcas e, de maneira geral,
comportam-se como crescimento de células que adquiriram o atributo de se
multiplicarem indefinidamente, originarias do proprio organismo. Essa constatacao
possibilitou o surgimento da “Oncologia Comparada”’, um ramo da Oncologia que
procura melhorar o conhecimento das neoplasias que ocorrem em outros seres vivos
(DAGLI, 1989).

Um grande avanco da cancerologia, entretanto, ocorreu apés o surgimento da
Oncologia Experimental, um ramo da Oncologia Comparada, cuja existéncia se deu
pela introdugcédo dos tumores transplantaveis ou transmissiveis. Esses sdo tumores
de animais, mantidos em laboratério pelo transplante de células tumorais a
hospedeiros susceptiveis. (DAGLI, 1989).

Esse fato, aliado ao progresso do conhecimento da imunologia, da inflamagéao

e de outras areas envolvidas nos mecanismos de homeostase de hospedeiros
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portadores de tumor, resultou em um arsenal de investigacdes sobre a relagcao tumor
versus hospedeiro (DAGLI, 1989).

Atualmente, aceita-se a ideia de que nos tumores soélidos ha uma mistura
heterogénea de tipos celulares. A capacidade de reproducdo e a natureza
heterogénea dos tumores sugerem que uma populagdo celular presente na
neoplasia age como stem cells (células-tronco), e é responsavel pelo crescimento
tumoral e metastase. Essas células sdo denominadas cancer stem cells (CSC) e
podem originar-se de stem cells ou progenitoras, levando a possibilidade de
formarem multiplas populac¢des de CSC durante progressao neoplasica. A populagao
de stem cell € uma candidata légica para carcinogénese, em razdo das habilidades
inerentes de autorrenovacéao e diferenciacao possuidas por essas células e possuem
fatores intrinsecos e ambientais que podem controlar as stem cells normais,
contribuindo para a formagéo de CSCs (GUO et al., 2006).

2.2 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ebhrlich foi, primeiramente, descrito em 1906 (GUERRA, 1983
apud, EHRLICH, 1906). Trata-se de uma neoplasia originaria de carcinoma mamario
de camundongos fémeos, transplantada em animais dessa espécie na forma soélida.
O tumor de Ehrlich foi convertido para a forma ascitica pela passagem seriada de
fluido ascitico de animais inoculados intraperitonealmente com células tumorais. A
conversdo para forma ascitica trouxe grandes vantagens, como a possibilidade de
padronizagao do numero de células inoculadas, a quantificagdo da regressado e do
crescimento tumoral, bem como o estudo da célula tumoral propriamente dita
(DAGLI, 1989).

O tumor de Ehrlich, por ser um dos primeiros tumores transplantaveis
conhecido, é o mais extensamente utilizado para experimentacdo (GUERRA, 1983).

A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, em comparagéo as
demais recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas
iniciais das células tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido
da neoplasia, que restringe o tempo de estudo (SILVA et al., 2006).

O tumor de Ehrlich se desenvolve com duas variaveis de comportamento, de

conformidade com o local do implante. Quando a inoculagéo de suas células é feita
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na cavidade peritoneal, cresce em suspenséo, traduzindo-se na forma ascitica do
tumor. Quando a inoculagdo de células é feita no tecido celular subcutédneo de
qualquer localizagdo do tegumento do animal, cresce sob a forma solida. Por essa
razdo é que se justifica a denominagao, habitualmente usada, de forma sélida ou
ascitica do tumor (GUERRA, 1983).

Ao exame macroscoépico a forma ascitica, depois de aproximadamente sete
dias de implante na cavidade peritoneal, caracteriza-se pela presenca de grande
quantidade de fluido discretamente viscoso e de aspecto leitoso. A forma soélida
nesse mesmo periodo de evolugdo, apresenta-se como uma massa palpavel, de
consisténcia firme, coloragédo esbranquigada, aspecto homogéneo e brilhante, pouco
aderente aos planos profundo e relativamente mével. A histologia tipica do tumor se
caracteriza por apresentar parénquima indiferenciado e estroma delicado. As células
tumorais sao arredondadas, com limites celulares distintos, citoplasma escasso,
nicleo central redondo ou ovoide, denso, com nucléolos proeminentes e
pleomorfismo celular. Mitoses sdo quase sempre presentes e observa-se figuras
aberrantes. Suas células, na maioria das vezes, distribuem-se caoticamente. Seu

estroma é formado de fibras colagenas e delicados capilares (GUERRA, 1983).

2.3 Imunidade Tumoral

Apesar das variagdes observadas em diferentes tipos de tumores, e das
teorias propostas para explicar os principais eventos determinantes de malignidade,
0 microambiente tumoral tem sido alvo de intensa investigagdo por mais de 100
anos. Dentre as células do hospedeiro capazes de interferir na proliferagdo de
células malignas encontram-se as células do sistema imune (STAQUICINI et al.,
2004).

A possibilidade de que neoplasias possam ser erradicados por respostas
imunes especificas foi o impeto de grande quantidade de trabalhos no campo da
imunologia tumoral. No conceito de vigilancia imunolégica, na década de 1950, a
funcgéo fisiolégica do sistema imune é reconhecer e destruir os clones de células
transformadas antes de se transformarem em tumores. O sistema imune de fato

reage contra tumores, e o aproveitamento dessas reag¢des para destruir tumores de
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forma especifica continua sendo um importante objetivo para imunologistas (ABBAS
& LICHTMAN, 2007).

O principal mecanismo de imunidade tumoral é a destruicdo das células
tumorais pelos linfocitos TCD8" os quais desempenham uma fungéo de vigilancia ao
reconhecer e destruir células potencialmente malignas que espressam peptidios
derivados de proteinas celulares mutantes ou proteinas virais oncogénicas,
apresentados pelas moléculas de MHC de classe |. Essa resposta primaria de
células TCD8" ocorre quando células tumorais ou seus antigenos s&o ingeridos
pelas células apresentadoras de antigenos (APC) do hospedeiro; os antigenos
tumorais sdo processados dentro dessa célula e os peptidios derivados desses
antigenos sdo apresentados por meio das moléculas do MHC | para serem
reconhecidas por células TCD8" (ABBAS & LICHTMAN, 2007).

Os linfocitos TCD4" podem fornecer citocinas para o desenvolvimento de
linfécitos citotoxicos efetores, os linfocitos TCD4+ secretarem citocinas como o fator
de necrose tumoral (TNF) e interferon - gama (IFN-Y), que podem aumentar a
expressdo de MHC de classe | pelas células tumorais, assim como a lise por
linfécitos T citotoxicos. As células NK destroem principalmente as células tumorais
que tem expressdo de MHC | diminuida e que conseguiram se evadir da destruicdo
por linfécitos. A sua capacidade tumoricida também é aumentada por citocinas. O
papel dos macréfagos e sua ativagado pelas células tumorais € fato ainda néo
totalmente elucidado, porém sabe-se que possiveis mecanismos incluem: o
reconhecimento direto de alguns antigenos de superficie de células tumorais, e a
ativagdo por interferon-gama produzidos pelas células T especificas para o tumor
(ABBAS & LICHTMAN, 2007).

Existem diversas formas pelo qual a célula tumoral pode evadir-se da
resposta imune do hospedeiro. A primeira delas, € que tumores podem perder a
expressao de antigenos, levando a uma diminuigdo no reconhecimento de linfécitos
T citotdxicos o que resulta em um maior crescimento tumoral e potencial metastatico.
A segunda forma é quando os tumores n&o expressarem co-estimuladores ou
moléculas de MHC I, o que faz com que n&o haja o reconhecimento do tumor pela
célula T. A terceira é quando as células tumorais produzem proteinas
imunossupressoras inibindo a proliferacdo e a agédo efetora dos linfécitos e
macréfagos. E por ultimo, alguns antigenos tumorais podem induzir uma tolerancia

imunoloégica especifica. Isso acontece quando os antigenos s&o préprios ou quando
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as células tumorais apresentam seus antigenos de forma tolerogénica para linfocitos
(ABBAS & LICHTMAN, 2007).

Sob esse aspecto MAHONEY & LEIGHTON (1962) revolucionaram a area de
estudo da oncologia experimental, demonstrando que o tecido neoplasico se
inflamava muito menos que tecidos normais. Conseguiram, muito engenhosamente,
evidenciar pela passagem de um fio de algodao pela massa tumoral, in vivo, que o
tecido neoplasico, ao ser comparado com o processo inflamatério, provocado no
subcutdneo do mesmo animal, utilizando-se a mesma metodologia, era
significantemente menos intenso. Foi a partir do trabalho desses autores, que se
iniciou uma nova linha de pesquisa na oncologia experimental: a das relagbes entre
tumor, resposta inflamatéria e mecanismos imunolégicos de controle do crescimento
neoplasico (GUERRA, 1983).

Quando o ftransplante de o6rgédos se tornou um procedimento comum e
disseminado, como resultado do desenvolvimento de agentes imunossupressores
potentes, os pacientes com sobrevivéncia de transplante prolongada eram muitas
vezes mais predispostos a desenvolver neoplasias quando comparado com
individuos nao transplantados. Também se observou que os pacientes com
sindromes de imunodeficiéncia congénita ou adquirida demonstram aumento da
incidéncia de tumores malignos. Dessa maneira, também foi sugerido que o sistema
imune seja responsavel pela prevencdo de neoplasias. Foi dessa sugestdo que se
desenvolveu o conceito de fungdo fiscalizadora do sistema imunomediado por
células (TIZARD, 2002).

A resisténcia natural dos camundongos desnudos e de todos os animais
normais aos tumores depende provavelmente das células NK (natural killer ou
exterminadoras naturais). Camundongos deficientes de células NK (camundongos
bege) tém aumento da susceptibilidade aos tumores espontaneos (TIZARD, 2002).

Estudos histopatolégicos mostram que os tumores sdo circundados por
infiltrados de células mononucleares compostos de linfécitos T, células NK e
macrofagos, e linfécitos e macréfagos ativados encontram-se presentes nos
linfonodos, drenando os sitios de crescimento tumoral. A presenga de infilirados
linfociticos em alguns tipos de melanomas e canceres de mama indica melhor
prognéstico (ABBAS & LICHTMAN, 2007; TIZARD, 2002).

Sao diversos os mecanismos pelos quais a imunidade antitumoral ndo é

eficiente no sentido de erradicar as células transformadas. Primeiro, as células
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tumorais derivam de células do hospedeiro e, portanto, se parecem com estas
células em muitos aspectos. Em outras palavras, a maioria dos tumores expressa
apenas alguns antigenos que podem ser reconhecidos como nao-proprios, e assim a
maior parte dos tumores tende a ser pouco imunogénica. Tumores que provocam
respostas imunes fortes incluem aqueles induzidos por virus oncogénicos, nos quais
as proteinas virais sdo antigenos estranhos. Muitos tumores espontaneos provocam
resposta fraca ou mesmo nao detectavel, e estudos desses tumores levaram a um
consideravel ceticismo quanto ao conceito de vigilancia imunolégica. De fato, como
afirmamos anteriormente, a importancia da vigilancia imunolégica e da imunidade
tumoral é variavel. Segundo, o rapido crescimento e disseminacdo do tumor podem
superar a capacidade do sistema imune de erradicar as células tumorais. Terceiro
muitos tumores tém mecanismos especializados para escapar das respostas
imunes do hospedeiro (ABBAS & LICHTMAN, 2007).

Existem dois meios de selegcdo por meio dos quais as células tumorais podem
escapar da resposta imune do hospedeiro e potencializar sua prépria sobrevivéncia.
Um consiste em inibir a resposta imune até que tenha atingido um tamanho que nao
possa ser controlado pelo hospedeiro. Consequentemente, nos tumores
experimentais, um pequeno numero de células tumorais pode crescer apds a
inoculagdo subcutanea, enquanto um grande nuamero delas ndo pode fazé-lo. Pode
ocorrer que as células tumorais nao alcancem os linfonodos e disparem uma
resposta imune ate que a carga tumoral seja demasiadamente grande para ser
controlada. Até um tumor muito pequeno pode conter um elevado numero de
células. Por exemplo, um tumor de 10 mm?® contém cerca de 10° células. No outro,
as células tumorais antigenicamente diferentes do hospedeiro induzirdo uma forte
resposta imune e serdo eliminadas sem induzir uma doenga. Essas células devem
ser selecionadas quanto a sua falta de antigenicidade e sua incapacidade de
estimular o sistema imune do hospedeiro (TIZARD, 2002).

2.4 Células B

As células B sdo encontradas no cértex dos linfonodos, na zona marginal do
baco, na medula 6ssea e nas placas de Peyer. S6 um pequeno nimero delas circula

no sangue. Semelhante as células T, cada célula B possui um grande numero de
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receptores antigénicos idénticos. Cada célula B pode somente se ligar e responder a
um antigeno simples (TIZARD, 2002).

Quando um antigeno entra no organismo, podera estimular uma célula B por
meio de receptores especificos. As células B possuem um receptor na sua superficie
chamado BCR (receptor de célula B) capaz de reconhecer um unico epitopo. Em
animais recém-nascidos, existe um numero razoavelmente pequeno de diferentes
tipos destas células, aumentando a medida que o animal amadurece. Em um animal
adulto, o numero de células B varia como resultado da exposi¢cdo a antigenos
diferentes por toda vida do animal. A medida que o animal amadurece, no entanto,
as células B mais utilizadas sdo expandidas (TIZARD, 2002).

Células B tem origem em precursores presentes na medula 6ssea de animais
adultos a partir da ativacdo de rede de fatores de transcricdo especificos para
linfécitos. A principal caracteristica imunofisiolégica dessas células € a produgéo de
anticorpos dirigidos a antigenos especificos (POPI et al., 2005).

2.5 Subpopulagdes de células B

Em roedores, as células B sao divididas em duas subpopulagées: células B-1
e células B-2: as células B-2 (linfécitos B-2) sdo células que produzem anticorpos,
sdo assim denominadas, por que foi descoberto que nos passaros o seu
desenvolvimento ocorre na Bursa de Fabricius. Nos mamiferos ndo existe um orgéo
equivalente anatébmico da Bursa, e os estagios iniciais do desenvolvimento das
células B ocorre na medula éssea. Assim as células B se referem aos linfocitos
derivados da Bursa ou da Medula Ossea (ABBAS & LICHTMAN, 2007); as células B-
1 sdo ainda subdivididas em B-1a CD5+ e as células B-1b CD5. O CD5 & um
receptor cujo ligante € o CD72. Células B-1 também diferem das células B-2
convencionais por serem encontradas nas cavidades peritoneal e pleural e
apresentam potencial de autorrenovacgdo. E possivel que as células B-1a sejam uma
linhagem distinta das células B originaria provavelmente de precursores do figado
fetal ou omento e pouco provavel da medula 6ssea (TIZARD, 2002).

Células B-1 foram classificadas como subtipo de linfécitos B por sua
capacidade de rearranjar o gene de imunoglobina e sintetizar IgM e IgD. Além disso,

células B-1 dividem algumas caracteristicas fenotipicas e ha hipbdteses sobre a
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relacdo da origem dessas células com progenitor de linfécitos B convencionais
(POPI et al., 2005).

Duas hipoteses sdo consideradas para explicar a ontogenia das células B-1.
HAUGHTON et al. (1993) consideram que a célula pr6 B, em fase anterior ao
rearranjo génico para porg¢ao variavel de imunoglobulinas, possa originar os dois
subtipos de células B. A ativagdo de células B por antigenos T independentes como
a(1-3) dextran, LPS e fosforilcolina poderiam induzir a diferenciagdo dessas células
para o subtipo B-1. Por outro lado, HERZENBERG & KANTOR (1993) defendem a
ideia que as diferentes linhagens de célula B, B-1 e B-2 sdo descendentes de
precursores distintos, ativos em diferentes fases de desenvolvimento do sistema
imune (POPI et al., 2005).

Células B-1 sdo proeminentes na cavidade peritoneal, mas raras no bacgo e
linfonodos de camundongos adultos. Durante a vida adulta, os progenitores da célula
B-1a na medula éssea sdo raros ou nio funcionais, ndo sendo capazes de
reconstituir essa populagdo em animais irradiados. Em contraste, existem
precursores inativos de células B-1b na medula 6ssea adulta de camundongos
normais. Esses precursores s&o capazes de promover a reconstituicdo em animais
irradiados ou sob condigdes em que regulagao por feedback esta suspensa como,
por exemplo, em animais com populagdo de B-1b depletada pelo tratamento com
anticorpo anti-IgM (POPI et al., 2005).

As células B-1 apresentam caracteristicas peculiares em sua morfologia
ultraestrutural que permitem distingui-las das demais. O nucleo das células B-1
apresenta irregularidades na distribuicdo de heterocromatina. Usualmente, sao
observadas laminas de cromatina unindo os Iébulos do nucleo, que é entremeado
por citoplasma (ABRAHAO et al., 2003).

Apesar das consideragdes feitas sobre a célula B-1 como outro tipo de
linfocito e ainda, as especulagdes quanto a sua origem relacionada a célula B
convencional, as células B-1 possuem caracteristicas semelhantes a macréfagos.
Além de marcadores de superficie para linfocito B (IgM, IgD, B220), células B-1
também expressam marcadores para macréfago (Mac-1) e linfécito T(CD5), no caso
das células B-1a (POPI et al., 2005). ALMEIDA et al.(2001) demonstraram que as
células B-1 se transformam em fag6citos mononucleares indistinguiveis

morfologicamente de macréfagos derivados de monaécitos.
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STAQUICINI et al. (2004) demonstraram que células B-1 exercem influéncia
positiva no crescimento primario e na produgdo de metastases de melanoma
B16F10. O contato in vitro de células B-1 com células de baixa malignidade induzem
transformacdo maligna nessas ultimas.

Evidéncias da participagao de linfocitos B-1 no crescimento e progressdo do
melanoma B16F10 experimental foram obtidas quando animais submetidos a
irradiacao seletiva (cavidades peritoneal e pleural) e, isto é depletados de linfocitos
B-1, foi capaz de retardar o crescimento de tumores primarios e diminuir a incidéncia
de metastases pulmonares apoés injegéo intravenosa de células de melanoma. A
reposicdo da populagdo de linfécitos B-1 em animais irradiados promoveu aumento
no nimero de metastases experimentais de células de melanoma (STAQUICINI et
al., 2004).

Almeida et al., (2001) demonstraram que as células B-1 estdo presentes no
sobrenadante de culturas de células peritoneais aderentes de camundongo. Essas
células sao radiossensiveis e a irradiagdo dos animais (900 cGy) depleta as células
B-1 da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. O recultivo dessas células
induz a expressao de caracteristicas fenotipicas e fisiolégicas de fagocitos
mononucleares (ALMEIDA et al., 2001, POPI et al., 2004).

2.6 Imunohistoquimica

O surgimento das pesquisas na area de imunopatologia utilizando-se o
método de imunohistoquimica iniciaram na década de 1940, porém esse método
eficaz de diagnéstico apenas foi aceito na rotina de patologia em 1974, quando foi
possivel demonstrar alguns antigenos presentes no tecido pela técnica de
imunoperoxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina
(BODEY,B., 2002, LEONG, A. S-Y.; WRIGHT, J., 1987).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais, que propiciaram uma enorme
fonte de reagentes especificos para a demonstragdo de varios antigenos tissulares
ou celulares, e o advento da recuperagdo antigénica foram fatos marcantes na
evolugao da imunohistoquimica, caracterizando um avancgo relevante na aplicagéo
da imunohistoquimica na patologia (LEONG, A. S-Y.; WRIGHT, J., 1987; BODEY,B.,
2002).
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Em 2005, Maruyama, K. et al utilizaram a marcagado de macréfagos CD11-b
positivos para a caracterizagdo da inflamagédo induzida em linfangiogénese na
cornea. LLOYD, C.M. et al, em 2008, realizaram a marcacao de macréfagos CD11-b
positivos na inflamacdo induzida pela esteatose hepatica em camundongos e
constataram que macréfagos positivos para F4/80 foram encontrados nas células do
parénquima hepatico e F4/80 marca a maioria dos macroéfagos residentes no tecido
do figado e do bago de camundongos, embora populagdes F4/80 negativo, s&o
positivas para CD68, CD11b ou CD11c.

2.7 Macréfago

O macrofago constitui uma importante célula na inflamagéo. Derivam dos
mondcitos do sangue periférico que foram induzidos por quimiocinas a migrar para o
endotélio. O mondcito uma vez no tecido extravascular transforma-se numa célula
fagocitica maior (macréfago) (ROBBINS, S.L. ef al, 2001).

Os macréfagos sao figuras centrais na inflamacgao cronica por apresentarem a
capacidade de fagocitose, quando ativados por citocinas (ex. interferon gama), e por
secretarem um maior numero de produtos biologicamente ativos (proteases, fatores
de coagulagdo, Oxido nitrico, citocinas fibrogénicas, colegenases, fatores de
angiogénese, fatores de crescimento) induzindo uma lesao tecidual caracteristica de
inflamacgao crénica (ROBBINS, S.L. et al, 2001).

TORROELLA-KOURI et. al, em 2009, em um estudo com camundongos
portadores de tumores mamarios relataram que esse tumor possui uma menor
expressdo de marcadores para macroéfagos como F4/80, CD68, CD115 e CD11b,
enquanto o GR-1 esta mais expresso, demonstrando um perfil anti-inflamatério.

Segundo CASO et al, em 2010, macrofagos peritonias de camundongos
inoculados com tumor de mama D1-DMBA3 apresentam sua funcado inflamatéria
prejudicada e sdo menos diferenciados do que em camundongos sem tumor. Foram
avaliados monocitos do sangue periférico de camundongos que possuiam esse
tumor, e constatou-se que essas mesmas células ja possuiam o seu perfil de
ativacéo alterado antes de se tornarem macréfagos. Esses mondcitos apresentam
uma diminuicdo de moléculas de superficie como CD115, F4/80, CD68, CD11b,
MHC Il e CD62L. E o marcador Tie-2 e as moléculas Gr-1 e Ly6C estavam
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presentes. Resultados dessa pesquisa demonstraram que os monocitos circulantes

desses animais expressam atividade anti-inflamatéria e pré inflamatoria.
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3. OBJETIVO

Estudar a influéncia das células B-1a e B-1b no crescimento do tumor de

Ehrlich em camundongos BALB/c.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para realizagdo do presente estudo foram utilizados 90 camundongos fémeos
da linhagem BALB/c, pesando de 20g a 25g fornecidos pelo CEDEME -
Universidade Federal de Sao Paulo (Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais).

Durante a fase experimental, os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (DMIP) da UNIFESP,

recebendo ragdo balanceada e agua ad libitum.

4.2 Cultura das células do Tumor de Ehrlich

O tumor foi cedido pelo Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo e sua
manutencdo foi realizada no Laboratério do DMIP da UNIFESP, por meio de
transplantes intraperitoniais das células neoplasicas.

As células do tumor de Ehrlich (105 células) foram cultivadas em meio RPMI-
1640 (Sigma®), contendo 2mM de bicarbonato de sédio (Sigma®), 40ug/mL de

sulfato de gentamicina (Schering®), 5,96g hepes (Bio basics®) suplementado com

10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®), em estufa tmida a 37°C e 5% de COs..

Foram utilizadas 105 células em 1 mL.

4.3 Cultura das células B-1a

A cultura de células B-1a foi obtida a partir de lavagens sucessivas da
cavidade abdominal de cinco camundongos, utilizando-se aproximadamente 10mL

de RPMI-1640. A suspensao celular foi incubada em garrafas de cultura com RPMI

acrescido de 10% de SFB, em estufa contendo 5% de CO:z a 37 °C por 40 minutos
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para ocorrer a aderéncia celular. Posteriormente, apds quarenta minutos, o
sobrenadante foi centrifugado a 1500rpm na temperatura de 5-10°C. O pellet foi
ressuspenso e colocados em cultura novamente em 12mL de RPMI acrescido de

10% de SFB e a garrafa foi mantida em estufa por 3 dias.

4.4 Cultura das células B-1b

A cultura de células B-1b foi obtida a partir de lavagens sucessivas da
cavidade abdominal de cinco camundongos, utilizando-se aproximadamente 10mL

de RPMI-1640. A suspensédo celular foi incubada em garrafas de cultura de 10mL,

em estufa a 5% de COz a 37 °C por 40 minutos para ocorrer a aderéncia celular,
como descrito anteriormente, logo apoés, o sobrenadante foi centrifugado e o pellet
foi ressuspenso com RPMI acrescido de 10% de SFB e a garrafa foi mantida em

estufa por 5 dias.

4.5 Inoculacdo das células do tumor de Ehrlich

Para realizar a inoculagéo foram retirados 3mL de liquido ascitico da cavidade
peritoneal de um camundongo com sete dias de crescimento tumoral. Esse liquido
foi acrescido de PBS e centrifugado a 1000rpm por 5 minutos. Esse procedimento foi
repetido trés vezes, e na terceira vez foram acresentados 3mL de Tampéo
Hemolitico (tampado fosfato de potassio monobasico 10 mM com NaCl 0,9%). A
solugédo foi centrifugada mais uma vez. O sobrenadante foi desprezado, restando em
média 1mL de pellet contendo células tumorais. Foi feita uma diluicdo de 200X em

PBS para contagem de células.

4.6 Inoculagio das células B-1a e B-1b de cultura

Para realizar a inoculagdo foram recolhidas as células provenientes das

culturas ja descritas acima e foram inoculadas 1X10° células de B-1a ou B-1b no
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volume de 0,02mL juntamente com 5x10° células do tumor de Ehrlich no volume de
0,03mL.

4.7 Citometria de fluxo das culturas B-1a e B-1b

As culturas foram submetidas a citometria de fluxo apés cinco dias de estufa e
a analise de dados foi feita em FACScalibur/Becton-Dickinson e programa
CELLQUEST.

A citometria de fluxo consiste em uma técnica utilizada para contar, examinar
e classificar particulas ou células microscopicas suspensas em meio liquido em
fluxo. Permite a analise de varios parametros simultaneamente. Por meio de um
aparelho de deteccdo optico eletrbnico sdo possiveis analises de caracteristicas
fisicas e/ou quimicas de uma simples célula. Um feixe de luz (laser) de um Unico
comprimento de onda (cor) € direcionado a um meio liquido em fluxo. Um numero
de detectores sao apontados ao local onde o fluxo passa por meio do feixe de luz;
na linha do feixe de luz (Forward Scatter ou FSC) e varios perpendiculares a este
(Side Scatter ou SSC) além de um ou mais detectores fluorescentes. Cada particula
suspensa passando por meio do feixe dispersa a luz de uma forma, e os corantes
quimicos fluorescentes encontrados na particula ou juntos a particula podem ser
excitados emitindo luz de menor frequéncia do que a fonte de luz. O FSC
correlaciona-se com o volume celular e 0 SSC depende da complexidade interna da
particula (granulosidade) (SANTOS, 2010).

4.8 Obtencgao de células B-2 e citometria de fluxo

Para obtencdo de células B-2, foram utilizados dois animais BALB/c. Os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus respectivos bacgos
retirados e colocados em placas de Petri contendo PBS. Os bagos foram macerados

e filtrados. Essas células foram purificadas em FacsAria |l programa Diva v. 6.1.3.
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4.9 Modelos Experimentais

4.9.1 Obtencao das formas sélida e ascitica do tumor

Camundongos portadores do tumor na sua forma ascitica com oito dias de
evolugcado foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento
cervical. Ap6s assepsia da parede abdominal com alcool, esta foi excisionada com
tesoura cirurgica de ponta fina para introdugdo de seringa de plastico de 3mL com
agulha de 25x7, a fim de retirar-se o fluido ascitico. Esse fluido, contendo células
tumorais, foi colocado em tubos de 15mL e mantido em gelo. As células foram
processadas como ja descrito anteriormente.

Para se obter o tumor na sua forma sélida, as células tumorais, nas
concentragbes desejadas, foram inoculadas no tecido celular subcutaneo do coxim

plantar de um dos membros posteriores, em um volume de 0,05mL.

Para manutencéo da forma ascitica do tumor, aproximadamente 10¢ células

tumorais, em volume de 0,2mL foram inoculadas intraperitonealmente em

camundongos receptores, repetindo-se essa operagdo semanalmente.

4.9.2 Contagem de células do fluido ascitico

O fluido ascitico foi diluido a 1:200 em Azul de Tripan, para avaliagao da
viabilidade celular. As células foram contadas na camara de Neubauer e o nimero

de células/mL, obtido de acordo com a férmula descrita abaixo.

N° de células da suspensao = n° células contadas X fator final

Sendo que: Fator final = fator de profundidade X fator de diluigéo
Area contada

Onde:

Fator de profundidade = 1/10mm
Fator de diluigdo = 1: 200

Area contada = 4mm?

mm? para ml = X103

Fator final = 5X105
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Figura 1 - llustragdo da Camara de NeuBauer

Foi padronizado um total de 5X106 células por mL de suspensio, com no
minimo 90% de viabilidade.
4.10 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos, cada grupo contendo seis
animais, conforme descrito abaixo:
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Quantidade de

Quantidade de

Quantidade de

Quantidade de

Grupo Células de TE Células B-1a Células B-1b Células B-2
inoculadas inoculadas inoculadas inoculadas
BALB/c 5x10° células em
controle 0,03mL
BALB/c - 5x10° células em 1x10° células em
Bla 0,03mL 0,02mL
BALB/c - 5x10° células em 1x10° células em
B1b 0,03mL 0,02mL
6 _r 5 4
BALB/c - B2 5x10° células em 1x10° células em

0,03mL

0,02mL

A espessura do coxim plantar de cada animal foi avaliada a cada 24 horas

durante

7 dias,

utilizando paquimetro

Eletronic

Digital

Vernier

Caliper

UTUSTOOLS®. Nos quatro grupos, todos os procedimentos de tratamento e afericao

das medidas foram feitos em ftriplicata, de forma estéril e apirogénica em cabinas de

fluxo laminar.

4.11 Imunohistoquimica das patas

Os animais foram sacrificados no oitavo dia por deslocamento de cervical e

suas patas foram retiradas e mantidas em formol tamponado a 12%. O corte

histologico foi processado e realizado marcagcdo para macréfago com anticorpo

F4/80.

4.12 Analise dos resultados

Para as curvas de crescimento do tumor inoculado no coxim plantar, os

valores absolutos das medidas de lesdo podal de cada individuo foram subtraidos da

espessura basal respectiva. A essa variagdo deu-se o nome de delta (A). Foi
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efetuada, entdo, a média dos A, de maneira que cada ponto no gréafico
representasse esta média e as barras, seu erro padrao correspondente.

Para a analise das medidas das patas aplicou-se a analise de varidncia
(ANOVA) de duas vias, seguido do teste de Bonferroni.

Para a analise de imunohistoquimica foi utilizado o programa MetaVue de
marcagado de campo corado e captura das imagens. Apos, foi realizado analise de
variancia T-Tests.
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5. RESULTADOS

5.1 Curva de crescimento da forma soélida do tumor de Ehrlich em

camundongos

Em um grupo com 6 animais foi inoculado com 5x106 células do tumor de

Ehrlich no volume de 0,05mL. (Grafico1).
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Grafico 1- Curva de crescimento do tumor de Ehrlich. Analise do A da espessura da pata em
mm, medida diariamente ao longo de sete dias, dos animais inoculados com volume de 0,05 mL

contendo 5x106 células do tumor de Ehrlich no coxim plantar do membro posterior esquerdo.

O crescimento do tumor de Ehrlich repete resultados obtidos anteriormente. A
lesdo torna-se macroscopicamente visivel a partir do 3° dia ap6s a inoculagao e

desenvolve-se progressivamente nos dias subsequentes.
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5.2 Curva de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c

inoculados com células B-2 purificadas com FACS

Grupo controle B-2: animais inoculados com 5x10¢ células tumorais em um
volume de 0,03mL e 1x10° células B-2, no volume de 0,02mL, totalizando um volume
de 0,05mL inoculados no subcutdneo do coxim plantar do membro posterior

esquerdo (Grafico 2).

»
o
]

Lo
a
1

w
o
1

N
2]
1

—e— BALB/c TE
- BALB/c TE + B2

=Y
o
1

A da expessura da pata(mm)
> 5
1 L

e
(3]
1

o
=)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
DIAS

Grafico 2 - Curva de crescimento do tumor de Ehrlich. Andlise do A da espessura da pata em
mm, medida diariamente ao longo de sete dias, dos animais inoculados com volume de 0,03mL

contendo 5x10% células do tumor de Ehrlich no coxim plantar do membro posterior esquerdo
juntamente com 1x10 ® células B2 no volume de 0.02mL.

Conforme o grafico 2, o crescimento do TE inoculado juntamente com a
célula B-2 nao apresentou diferencga estatistica quando comparado a inoculagdo do

TE somente.
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5.3 Curva de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c

inoculados com cultura de B-1a.

Grupo de animais inoculados com 5x10¢ células tumorais em um volume de
0,03mL e 1x10° células B-1a, no volume de 0,02mL totalizando um volume de
0,05mL inoculados no subcutaneo do coxim plantar do membro posterior esquerdo e
grupo controle B-2 de animais que receberam 1x10° células B-2 juntamente com a

mesma concentragdo células do TE no mesmo volume (Grafico 3).

4.0+

W
o
1

(™
(=]
1

]
wn
1

—— BALB/c TE

-= BALB/c TE + B2
-=- BALB/c TE + Bla

-
)
1

A da expessura da pata(mm)
> 5
1 1

(=]
on
1

(]
(=]

Grafico 3- Curva de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c. Analise do A
da espessura da pata em mm, medida diariamente ao longo de sete dias, dos animais inoculados

com volume de 0,03mL contendo 5x10% células do tumor de Ehrlich no coxim plantar do membro
posterior esquerdo. (***P < 0.001).

Conforme os resultados obtidos, a inoculagdo da célula B-1a reduziu o

crescimento do TE, e ao se inocular a células B-2 o mesmo n&o ocorre.
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5.4 Curva de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c

inoculados a partir de cultura de B-1b.

Grupo de animais inoculados com 5x10¢ células tumorais em um volume de

0,03mL e 1x10° células B-1b, no volume de 0,02mL, totalizando um volume de
0,05mL inoculados no subcutaneo do coxim plantar do membro posterior esquerdo e

grupo controle B-2 (Grafico 4).
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Grafico 4- Curva de crescimento do tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c. Analise do A
da espessura da pata em mm, medida diariamente ao longo de sete dias, dos animais inoculados

com volume de 0,03mL contendo 5x10¢ células do tumor de Ehrlich no coxim plantar do membro
posterior esquerdo. (**P<0.01, ***P<0.001).

Conforme os resultados obtidos, a inoculagdo da célula B-1b reduziu o

crescimento do TE, e ao se inocular a células B-2 o mesmo ndo ocorre.
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5.5 Citometria de Fluxo da cultura de células B-2

Para uma averiguacdo mais precisa da pureza das células utilizadas como
controle B-2, foram utilizadas células de bago purificadas por citometria de fluxo. A
analise dos dados foi feita no FACSAria Il com o programa Diva v.6.1.3, obtendo-se
pureza de 99.3% (Figura 2).
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Figura 2 - Citometria de fluxo para purificacdo de células B-2. Células provenientes de bago de
camundongos BALB/c purificadas por FACSAria |l, apresentando pureza de 99,3%. Marcagdo CD23
(FITC-A) e CD19 (PE-A).
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5.6 Citometria de Fluxo da cultura de células B-1a e B-1b

Para uma averiguagdo mais precisa do conteudo das culturas, essas células
foram submetidas a analise por citometria de fluxo, a analise dos dados foi feita no
FACScalibur/Becton-Dickinson e programa CELLQUEST (figura 3, 4, 5 e 6)
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Figura 3 - Citometria de fluxo de cultura de células B-1a. Células
camundongos BALB/c

provenientes de cultura de
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Figura 4 - Citometria de fluxo de cultura de células B-1b. Células provenientes de cultura de

camundongos BALB/c
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6. IMUNOHISTOQUIMICA

6.1 Imunohistoquimica de patas

As patas excisionadas apdés o oitavo dia de crecimento tumoral foram
mantidas em formol tamponado a 12%. O corte histolégico foi processado e
realizada a marcagéo para molécula de superficie F4/80 - presentes em macréfagos
(Serotec cat # MCA497G, Raleigh, NC, EUA).

6.1.1 Imunohistoquimica de patas marcadas para macrofago

Foram realizadas analises em trés laminas distintas com marcacdo de
superficie para a molécula F4/80. Estas laminas apresentam campos corados em

castanho como pode ser observada na figura 5

Figura 5 - Célula apresentando coloragao castanha. Aumento de 400X (Arquivo Pessoal).

Diferentes campos foram capturados e analisados no programa MetaVue
v.6.3r7 e os dados foram avaliados pelo GraphPad Prisma 4, utilizado-se o método T
teste (Grafico 5).



41

Imunohistoquimica -
% de marcacgao para F4/80

CT CT+TE TE+B2 TE+B1a TE+B1b

Grafico 5- Grafico representando a porcentagem de marcagdo obtida nas laminas: foram
utilizados 3 laminas de cada grupo (Controle, Controle + TE, TE + B2, TE + B-1a e TE + B-1b)
marcadas para F4/80 (* P < 0,05).
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7. DISCUSSAO

Os experimentos realizados e os resultados descritos neste trabalho,
seguindo os protocolos estabelecidos, foram compativeis com os resultados obtidos
por GUERRA (1983), DAGLI (1989) e AZEVEDO (2007). O tumor possui curva de
crescimento caracteristica que se repete de maneira uniforme em todos os
experimentos.

No que se refere a biologia do tumor de Ehrlich, os resultados mostram que o
crescimento € continuo, apresentando escape em 3 dias apés o implante no tecido
celular subcutaneo, e esse crescimento é dependente da concentragcdo celular
(GUERRA, 1983).

Foi avaliado a curva de crescimento do TE utilizando o nimero de 5X10°
células de TE em um volume de 0,03 ou 0,05mL. Nos dois experimentos a curva de
crescimento do TE apresentou um padrao semelhante de crescimento, demostrando
que o volume utilizado n&o altera o crescimento do TE (dados ndo mostrados).

Neste estudo foi utilizada a quantidade de 1x10° células B-1 para os grupos
de animais que receberam juntamente o TE, uma vez ja provado que em outras
concentracdes, como 5x10° ndo ha diferenga no crescimento tumoral, entdo optou-
se por utilizar a quantidade de 1x10° células (FANTINI, 2009). A curva de
crescimento tumoral dos animais inoculados com células B-1 difere da curva de
crescimento tumoral dos animais do grupo controle (que receberam apenas TE) e
dos animais do grupo controle B-2 (que receberam células B-2) corroborando com a
ideia de que a presenca da célula B-1 é fator importante na determinacdo da
evolugao tumoral nesse modelo experimental.

Sabendo-se que as culturas de células B-1 usadas para inoculagdo ndo sao
puras, outras células presentes no sobrenadante dessas culturas (macrofagos e/ou
fibroblastos) podem também participar no crescimento tumoral, apesar de ser ainda
fato ndo totalmente elucidado. As culturas de B-1a e B-1b foram submetidas a
andlise de citometria de fluxo. Foram utilizados anticorpos de superficie para
caracterizar as células B-1a e B-1b. A cultura de B-1a apresentou 23,52% de
marcagédo CD19+ e CD5+ , a cultura de B-1b apresentou 59,26% de marcagéo
CD19+ e CD5-.

HUSSEIN e HASSAN, em 2006, encontraram um aumento significativo do

numero de células inflamatérias mononucleares infiltrantes no tecido tumoral em
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neoplasia mamaria e esse infiltrado foi encontrado no tecido de transigdo entre o
tecido neoplasico e o tecido normal, demonstrando a resposta imune contra células
neoplasicas e esta relacionado a um melhor prognéstico.

A interacdo de células B-1 com células de melanoma B16F10 ja foi descrita e
essa interacao promove o aumento do crescimento tumoral primario e do potencial
metastatico de célula de melanoma B16F10. O intimo contato entre células B-1 e
células do melanoma foi observado por microscopia eletronica (STAQUICINI et al.,
2004).

Foram utilizadas diferentes concentragdes de células do TE inoculadas
juntamente com células B-1 e avaliou-se o crescimento tumoral nos diferentes
grupos. Foram observadas diferencas estatisticas no delta do crescimento do coxim
plantar dos animais inoculados demonstrando a provavel interagcao entre células B-1
e células do TE.

N&o foram observadas diferengas estatisticas no crescimento tumoral quando
utilizadas células do TE juntamente com células B-2. Nesse caso, a curva de
crescimento tumoral dos animais que receberam o TE juntamente com as células B-
2 se manteve semelhante a curva de crescimento dos animais que receberam
somente o TE.

Ao inocular as células do TE juntamente com as células B-1a ou B-1b no
coxim plantar de camundongos, houve uma curva de crescimento menor em relagéo
a curva de crescimento dos animais que receberam somente o TE ou dos que
receberam o TE + células B-2, o que sugere que a co-inje¢do de células B-1 &€ um
fator determinante para um menor crescimento tumoral nesse modelo experimental.

A marcagao por imunohistoquimica para o anticorpo F4/80, uma proteina de
membrana que é conhecida por marcar macréfagos maduros e mondécitos
sanguineos, foi utilizada com intuito de avaliar possiveis diferengcas na reacao
inflamatoria entre os grupos tratados e controle apresentados neste trabalho.

As células mononucleares (macréfagos) sdo importantes no processo de
inflamagéo e neste estudo, desempenham um papel relevante na progressao do TE.
Com a realizagdo da imunohistoquimica os tecidos tumorais que receberam a co-
injecdo de TE e B-1 obtiveram uma marcagédo mais evidente para anticorpo F4/80,
sugerindo que as células B-1 possam ter se diferenciado em fagécitos

mononucleares apresentando marcagao para F4/80 neste modelo experimental.
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Em tumores mamarios, CASO. R. et al., 2010 e TORROELLA-KOURI M., em
2009, demonstraram que essa mesma célula ajuda na proliferagdo tumoral,
possuindo uma caracteristica anti-inflamatéria e como consequéncia, maior
crescimento tumoral.

Segundo CASO e colaboradores (2010) os mondcitos circulantes
provenientes de camundongos portadores de tumor de mama expressam diversas
citocinas e quimiocinas pré e anti-inflamatérias, mostrando que os macréfagos
podem agir tanto como inflamatérios quanto supressivos, dependendo do
microambeinte que se encontram. Os macréfagos, quando polarizados, sao
classificados em dois grupos: M1 e M2, enquanto macréfagos M1 possuem atividade
bactericida e inflamatéria, os M2 s&o imunomodulatorios, dessa forma, os
macréfagos possuem atividade pro6 e anti-inflamatoria (FILARDI et. al 2011).

BORRELLO e PHIPPS (1995) realizaram estudos sobre células B-1 in vitro e
observaram que quando eram feitas co-culturas de células B-1 com fibroblastos,
essas mesmas células B-1 se diferenciavam em fagocitos. E POPI. et al, em 2009,
ao utilizar o modelo de Coxiella burnetii in vitro, observou que células B-1 derivadas
de fagocito mononuclear, fagocitam um numero maior dessa bactéria em
comparacao aos macréfagos oriundos da medula 6ssea.

As células que apresentam marcagéo para F4/80 aparentam ter um fenétipo
proé-inflamatorio, uma vez que, nos grupos onde foi realizada a co-inje¢do de TE + B-
1 houve uma maior marcagéo para F4/80 e um menor crescimento tumoral. Mais
uma vez é possivel sugerir que as préprias células incouladas B-1a e B-1b possam
ter seu perfil alterado tornando-se células mononucleares fagociticas que expressam

receptores semelhantes aos encontrados em macréfagos (anticorpo F4/80) .
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8. CONCLUSAO

Neste modelo experimental pode-se concluir que as células B-1a e B-1b
quando inoculadas em co-injecdo com TE desempenham um papel importante no

desenvolvimento do TE, promovendo a diminui¢do do crescimento do tumor in vivo.
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