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RESUMO

AZEVEDO, M.C. Avaliagéo da participagdo das células B-1 no crescimento do
carcinoma de Ehlich (Evaluation of the participation of B-1 cells in the growth of
Ehrlich’s carcinoma). Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, area de
concentragdo Imunopatologia Veterinaria) — Instituto de Ciéncias e Saude,
Universidade Paulista 2007.

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia trasplantavel de camundongos que
se desenvolve com duas variaveis de comportamento: a forma ascitica quando a
inoculagdo de suas células é feita na cavidade peritoneal e a forma soélida
quando a inoculagéo é feita no tecido subcutaneo. Células B-1, um subtipo
proveniente da linhagem de células B, expressam marcadores de superficie
Mac-1, IgM, IgD e B220, e sdo encontradas predominantemente no peritonio e
na cavidade pleural. Ja foi demonstrado que células de melanoma séo capazes
de interagir com células B-1, através de uma molécula de adesao MUC18
tornando o tumor mais invasivo e metastatico. Neste trabalho procuramos avaliar
a participagcédo das células B-1 no crescimento e imunidade do carcinoma de
Ehrlich. Utilizando trés grupos de camundongos avaliamos o crescimento do
tumor em animais controle, previamente irradiados e reconstituidos com células
peritoniais totais, e ndo observamos diferenga significante entre os grupos, o que
nos sugere que as células B-1 ndo participam na evolugdo deste tipo de
neoplasia. Como demonstrado no melanoma, as células B-1 aderem firmemente
as células do melanoma in vitro. Em contrapartida nossos resultados
demonstraram que as células B-1 e as células do carcinoma de Ehrlich n&o se
aderem in vitro. A citometria de fluxo demonstrou que as células do tumor de
Ehrlich ndo expressam MUC18 na sua superficie como foi observado nas células
de melanoma. Esses dados demonstram que o efeito promotor que as células B-
1 causam ao crescimento do melanoma ndo € um fendmeno que possa ser
generalizado.



ABSTRACT

AZEVEDO, M.C. Evaluation of the participation of B-1 cells in the growth of
Ehrlich’s carcinoma.

Ehrlich’s carcinoma is a transplantable murine tumor with two forms of growth:
the ascitic form that occurs when the cells are inoculated in the peritoneal cavity
of the animals and the solid form, when the cells are inoculated in subcutaneous
tissue. B-1 cell is a subtype of B cell which expresses surface markers such as
Mac-1, IgM, IgD and B220 and can be found predominantly in peritoneum and
pleural cavity. It was previously demonstrated that the interaction of melanoma
cells with B-1 cells through the adhesion molecule MUC18 turn melanoma cells
more aggressive and metastatic. In this work we evaluate the possible
participation of B-1 cells in the growth and immunity of Ehrlich’s carcinoma. We
evaluated the tumor growth in its solid form in control, irradiated and
reconstituted animals. Reconstitution was made with adoptive transfer of B-1
cells to the peritoneal cavity of irradiated mice. No differences in the evolution
and growth of the tumor was detected with treatments thus indicating that B-1
cells do not participate in the evolution of this type of neoplasia as it does with
melanoma cells. As shown before, B-1 cells firmly adhere to melanoma cells in
vitro. Conversely, results demonstrate that B-1 cells and Ehrlich carcinoma cells
do not adhere to each other in vitro. Flow citometric demonstrated that Ehrlich
cells do not express MUC18 on there surface as observed with melanoma cells.
These data demonstrate that the promoter effect of B-1 cells on melanoma
growth is not a general phenomenon.
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1. INTRODUGAO

A visdo cientifica atual apresenta grande diferenca quando comparada
com aquela de algum tempo. Hoje um organismo vivo e seus sistemas ja nao
sdo observados individualmente. Pesquisas recentes demonstram a existéncia
de uma série de interagbes decisivas entre cada sistema encontrado no
organismo. O sistema imune, por exemplo, esta intimamente ligado ao sistema
nervoso e ao endocrino e isso explica a nomenclatura utilizada mais
recentemente de sistema neuroimuno-endocrino. Nesse contexto, destaca-se o
processo inflamatorio com os seus componentes humoral e celular, constituindo
um mecanismo de constante controle da homeostasia. A relagdo entre o
processo inflamatério e a atuagdo do sistema imunoldégico é hoje fato
estabelecido.

A palavra imune € originaria do latim, de “munis”, cargo, oficio, dever; que
se refere aquele que cumpre seu dever. Assim “in munis”, significa livre de
deveres ou encargos.

O termo imunidade refere-se a um conjunto de privilégios, vantagens,
isencdes de 6nus ou de encargos; sob o ponto de vista cientifico € um conjunto
de mecanismos que garante a homeostasia dos seres vivos.

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

Recentemente, STAQUICINI et al. (2004), demonstraram que células B-1
facilitam o crescimento e difusdo do melanoma B16 no camundongo Balb/c. E
também, que esse efeito se da pelo contato célula B-1 X melanoma, mediado
pela molécula de adesao MUC18. Com o intuito de esclarecer se esse fendmeno

também ocorre em tumor de origem epitelial, no presente trabalho investigamos
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a possivel participagdo de células B-1 na evolugdo do tumor de Ehrlich no

camundongo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasias

“‘Neoplasma”, palavra de etiologia grega onde: neos significa novo e
plasma significa formacgéo, € literalmente, crescimento novo anormal,
especificamente um crescimento tecidual novo, progressivo e incontrolavel
(CHEVILLE, 1994)

Os primeiros estudos com o microscépio Optico revelaram a natureza das
neoplasias e indicaram que crescem independentemente. Em 1876 foi
estabelecida a transplantabilidade do tumor venéreo canino. No inicio do século
XX, suspensodes teciduais de tumores mamarios de camundongos foram
transplantadas para os mesmos por varias gera¢des (CHEVILLE, 1994).

Conhecia-se, ate o inicio do século XIX, que o cancer ocorria em seres
humanos, e se questionava, na época, se este processo era de natureza celular
ou infecciosa (DAGLI, 1989). Foi demonstrada entdo a composicao celular das
neoplasias, um marco importante na evolucdo do conhecimento desses
processos, pois desde entdo se passou a estuda-los também sob o ponto de
vista histolégico (DAGLI, 1989).

Evidencias 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. Tornou-se claro que tumores humanos e de animais mostram
semelhangas essenciais e, de maneira geral, comportam-se como crescimentos
de células que adquiriram o atributo de se multiplicarem indefinidamente,
originarias do proprio organismo. Esta constatagcéo 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).
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Um grande avanco da cancerologia, entretanto, ocorreu apds o
surgimento da Oncologia Experimental, um ramo da Oncologia Comparada, cuja
existéncia deu-se pela introdu¢cdo dos chamados tumores transplantaveis ou
transmissiveis. Estes sdo tumores de animais, mantidos em laboratério pelo
transplante de células tumorais a hospedeiros susceptiveis. (DAGLI, 1989).

Com a surpreendente evolugdo da oncologia experimental nestas ultimas
décadas, foram descritos numerosos blastomas transplantaveis nas diferentes
espécies de animais de laboratério. (DAGLI, 1989).

Este fato, aliado ao progresso o conhecimento da imunologia, da
inflamac&o e de outras areas envolvidas nos mecanismos de homeostase de
hospedeiros portadores de tumor, resultou em um arsenal de investigacdes

sobre a relagéo tumor versus hospedeiro (DAGLI, 1989).

2.2 Tumor de Ehrlich

Para realizacdo do presente trabalho, utilizamos o tumor de Ehrlich,
descrito em 1906 (EHRLICH, 1906). Trata-se de uma neoplasia originaria de
carcinoma mamario de camundongos fémeos, transplantada em animais desta
espécie inicialmente 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 padronizacao do numero de
células inoculadas, a quantificacdo da regresséo e do crescimento tumoral, bem
como o estudo da célula tumoral propriamente dita, entre outras (DAGLI, 1989).

Pode-se afirmar que o tumor de Ehrlich, por ser um dos primeiros tumores
transplantaveis conhecido, é o0 mais extensamente utilizado para
experimentacdo (GUERRA, 1983).

A vantagem da utilizacado de neoplasias transplantaveis, em comparacéo
as demais recai sobre o0 conhecimento prévio da quantidade e das

caracteristicas iniciais das células tumorais a serem inoculadas e sobre o
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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 inoculagdo de suas células
e feita na cavidade peritoneal, este cresce em suspensdo, traduzindo-se na
forma ascitica do referido tumor. Contudo, quando a inoculagao de células é feita
no tecido celular subcutaneo de qualquer localizacdo do tegumento do animal,
este cresce sob a forma sélida. Por essa raz&o € que se justifica a denominacéo,
habitualmente usada, de forma soélida ou ascitica do tumor (GUERRA, 1983).

Ao exame macroscopico a forma ascitica, depois de aproximadamente
sete dias de implante na cavidade peritoneal, se caracteriza pela presenca de
grande quantidade de fluido discretamente viscoso e de aspecto leitoso. Por
outro lado, a forma sélida neste mesmo periodo de evolugéo, apresenta-se como
uma massa palpavel, de consisténcia firme, coloragdo esbranquigada, aspecto
homogéneo e brilhante, pouco aderente aos planos profundo e relativamente
mobvel. 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, nucleo central redondo ou ovoide,
denso, com nucléolos proeminentes e pleomorfismo celular evidente. Mitoses
quase sempre presentes e com figuras aberrantes sao observadas. O arranjo
destas células simula palicadas, entretanto na maioria das vezes, estas se
distribuem caoticamente. Seu estroma é formado de fibras colagenas e
delicados capilares (GUERRA, 1983).

2.3 Imunidade Tumoral

Apesar das variagbes observadas em diferentes tipos de tumores, e das
teorias propostas para explicar os principais eventos determinantes de
malignidade, o microambiente tumoral tem sido alvo de intensa investigac&o por

mais de 100 anos. Dentre as células do hospedeiro capazes de interferir no
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destino e proliferacdo de células malignas encontram-se as células do sistema
imune (STAQUICINI et al., 2004).

A possibilidade de que canceres possam ser erradicados por respostas
imunes especificas foi o impeto de grande quantidade de trabalhos no campo da
imunologia tumoral. O conceito de vigilancia imunologica, na década de 1950,
afirma que a fungéo fisiolégica do sistema imune é reconhecer e destruir os
clones de células transformadas antes que eles se transformem em tumores. O
sistema imune de fato reage contra tumores, e o aproveitamento dessas reagbes
para destruir tumores de forma especifica continua sendo um importante objetivo
para imunologistas (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Embora a diferenga essencial entre uma célula normal e uma célula
tumoral seja a perda do controle da divisao celular, as células tumorais também
podem demonstrar outras anormalidades. Por exemplo, as proteinas na
superficie de uma célula tumoral podem ser reconhecidas pelas células do
sistema imune ativando-o. Algumas células tumorais podem perder as proteinas
superficiais, perda essa reconhecida pelo sistema imune (TIZARD, 2002).

A imunidade tumoral é resultado da interagéo entre as células do sistema
imune e as células do tumor. Contudo, a regressédo espontanea de neoplasias
malignas é rara. A presenca de infiltrado linféide préximo ao tumor indica um
mecanismo de reacdo imunoldgica que pode interferir no desenvolvimento e
crescimento do tumor (MISDORP et al., 2002),

Células tumorais podem ser reconhecidas pela expressao de antigenos
tumorais Unicos especificos. Esses antigenos se originam de mutacdo nos
genes dessas células. Células tumorais também podem carregar antigenos que
estdo presentes em outras células do corpo (antigenos oncofetais, por exemplo)
(MISDORP et al., 2002).

Sob este aspecto foi que MAHONEY & LEIGHTON (1962),
revolucionaram a area de estudo da oncologia experimental, demonstrando que
o tecido neoplasico inflamava-se muito menos pronunciadamente que tecidos
normais. Estes autores conseguiram, muito engenhosamente, evidenciar pela

passagem de um fio de algoddo pela massa tumoral, in vivo, que o tecido
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neoplasico, ao ser comparado com o processo inflamatério, provocado no
subcutdneo do mesmo animal, utilizando-se a mesma metodologia, era
significantemente menos intenso. Pode-se afirmar que foi a partir do trabalho
desses autores, que se iniciou uma nova linha de pesquisa na oncologia
experimental, qual seja, a das relagbes entre tumor, resposta inflamatéria e
mecanismos imunologicos de controle do crescimento neoplasico (GUERRA,
1983).

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

A visdo de que o sistema de células T identificaria e destruiria as células
tumorais ndo € mais completamente sustentavel. Uma das pecas de evidéncia
mais importante para desacreditar essa teoria € a observagcdo de que os
camundongos desnudos (nu/nu), embora deficientes de células T, ndo sdo mais
susceptiveis que os camundongos normais aos tumores quimicamente induzidos
ou espontaneos.

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 histopatologicos mostram que tumores sdo circundados por

infiltrados de células mononucleares compostos de linfocitos T, células NK e
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macroéfagos, e que linfocitos e macréfagos ativados encontram-se presentes nos
linfonodos, drenando os sitios de crescimento tumoral. A presenca de infiltrados
linfociticos em alguns tipos de melanomas e canceres de mama indica melhor
progndéstico (ABBAS & LICHTMAN, 2005; TIZARD, 2002).

A Resposta imune frequentemente falha na prevengéo do crescimento de
tumores. Sao diversos os mecanismos pelos quais a imunidade antitumoral nao
¢ eficiente no sentido de erradicar as células transformadas. Primeiro, as células
tumorais derivam de células do hospedeiro e, portanto, se parecem com as
células normais em muitos aspectos. Em outras palavras, a maioria dos tumores
expressa apenas alguns antigenos que podem ser reconhecidos como nao-
préprios, e assim a maior parte dos tumores tendem a ser fracamente
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 imunidade fraca ou mesmo
nao detectavel, e estudos desses tumores levaram a um consideravel ceticismo
quanto ao conceito de vigilancia imunologica. De fato, como afirmamos
anteriormente, a importancia da vigilancia imunolégica e da imunidade tumoral
provavelmente varia conforme o tipo do tumor. 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 evadir as respostas imunes do hospedeiro (ABBAS &
LICHTMAN, 2005).

Existem dois meios de selegdo por meio dos quais as células tumorais
podem escapar da resposta imune do hospedeiro e assim potencializar sua
prépria sobrevivéncia. Um consiste em inibir a resposta imune até que tenha
atingido um tamanho que n&o possa ser controlado pelo hospedeiro.
Conseqlientemente, nos tumores experimentais, um pequeno nimero de células
tumorais pode crescer ap6s a inoculacédo subcuténea, enquanto um grande
numero 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
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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, portanto, serem 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 sao encontradas no cortex dos linfonodos, na zona marginal
do bago, na medula 6ssea e nas placas de Peyer. S6 um pequeno numero delas
circula no sangue. Semelhantemente as células T, cada célula B possui um
grande numero de receptores antigénicos idénticos. Cada célula B pode, dessa
maneira, somente se ligar e responder a um antigeno simples (TIZARD, 2002).

Quando um antigeno entra no corpo, ele podera estimular uma célula B
por meio de receptores especificos. O termo clon6tipo € utilizado para descrever
um clone de células B com um BCR (receptor de célula B) capaz de reconhecer
a um unico epitopo. Em animais recém nascidos, ocorre um numero
razoavelmente pequeno de diferentes clonétipos, que aumenta a medida que o
animal envelhece. Essas modificagdes ocorrem como resultado do aumento do
uso de grupos alternativos de genes V e de mutagcbes somaticas nesses genes.
Em um animal adulto, o numero de células B dentro de um dado clonétipo varia
como resultado da exposicdo a antigenos diferentes por toda vida do animal. A
medida que o animal envelhece, no entanto, os clon6tipos mais utilizados séo
expandidos (TIZARD, 2002).

Células B desenvolvem-se de precursores presentes na medula 6ssea de
animais adultos a partir da ativacao de rede de fatores de transcricao especificos
para linfocitos. A principal caracteristica imunofisiologica dessas células é a
producao de anticorpos dirigidos a antigenos especificos (POPI et al., 2005).
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2.5 Subpopulagées de células B

Em roedores, as células B sao divididas em duas subpopulagdes: células
B-1 e células B-2. 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 auto-renovacdo. 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 hipoteses
sobre a relacdo da origem dessas células com progenitor de linfocitos B
convencionais (POPI et al., 2005).

Duas hipoteses sédo consideradas para explicar a ontogenia das células
B-1. HAUGHTON et al. (1993), consideram que a célula pré B, em fase antes do
rearranjo génico para por¢ao variavel de imunoglobulinas, possa originar os trés
subtipos de células B. Dessa forma, a ativacdo de células B por antigenos T
independentes como (1-3) dextran, LPS e fosforilcolina poderiam induzir a
diferenciacado dessas células para o subtipo B-1. Por outro lado, HERZENBERG
& KANTOR (1993), defendem a idéia que as diferentes linhagens de célula B, B-
1 e B convencional sdo descendentes de precursores distintos, ativos em
diferentes fases de desenvolvimento do sistema imune (POPI et al., 2005).

Células B-1 sao proeminentes na cavidade peritoneal, mas raras no bago
e linfonodos e camundongos adultos. Durante a vida adulta, os progenitores da
célula B-1a na medula 6ssea sao raros ou ndo funcionais, ndo sendo capazes
de reconstituir esta populacdo em animais irradiados. Em contraste, existem
precursores inativos de células B-1b na medula 6ssea adulta de camundongos
normais. Estes precursores sdo capazes de promover a reconstituicdo em

animais irradiados ou sob condigdes onde a regulacdo por feedback esta

















































































