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RESUMO

Os componentes do sistema imunolégico tém a capacidade de interagir entre eles, para
promover o desenvolvimento de uma resposta imune adequada. Algumas das suas células
parecem sobrepor-se, em termos de fungdes e marcadores, como a populacdo de células Toc,
combinando as caracteristicas de células T e células dendriticas. Objetivos: caracterizar as Tpcs
esplénicas obtidas de camundongos saudaveis e com tumores mamarios induzidos por 4T1
avaliando a expressdo de moléculas apresentadora de antigénio, moléculas coestimulatorias e
citocinas. Materiais e métodos: As células do baco de camundongos Balb/c saudaveis e com
tumores foram avaliadas para a expressao de CD3, CD4, CD25, CD11c, CD11b, CD80, CD86,
CHPII e também para a presenca de citocinas IL-12 e TNF-a. Todas 0s experimentos realizados
em triplicata bioldgica. Resultados e Discussdo: A presenca de células Toc em camundongos
com tumores mamarios induzidos por 4T1 (grupo experimental) diminuiu significativamente
em moléculas de apresentacdo de antigeno (p=0,0002), células positivas para IL-12 (p = 0,0260)
e também para o marcador de células proliferacdo (p=0,0001) em comparacdo com 0S
camundongos saudaveis. Conclusdo: observou-se que 0s marcadores pesquisados e as
quantidades de Tpcs em camundongos foram reduzidos na presenca de tumores. Mais estudos
sdo necessarios para a compreensao dos efeitos destas células principalmente no microambiente

do tumor, o que pode sugerir novas alternativas de terapias antitumorais.

Palavras-chave: Cancer de mama, células Tpc, linfocitos T, células dendriticas.
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ABSTRACT

The components of the immune system have the ability to interact between them, to
promote the development of an appropriate immune response. Some of its cells seem to overlap
in terms of functions and markers, as the population of Tpc cells, combining characteristics of
T cells and dendritic cells. Objectives: the characterization of splenic Topcs obtained from
healthy or breast tumor-induced 4T1 mice, evaluating the expression of antigen presenting
and/or costimulatory molecules, and cytokines. Materials and Methods: The spleen cells from
healthy and with tumors Balb/c mice were evaluated for expression of CD3, CD4, CD25,
CDl11c, CD11b, CD80, CD86, MHCII and also for the presence of cytokines IL-12 and TNF-
alpha. All the experiments were made in biological triplicate. Results and discussion: the
presence of Tpc cells in mice with the tumor-induced 4T1 (experimental group) decreased
significantly in antigen presentation molecules (p = 0.0002), cells positive for IL-12 (p =
0.0260) and for marker of cell proliferation (p = 0.0001) in comparison with the healthy mice.
Conclusion: we observed that markers and quantities of Tpcs in mice were reduced in the
presence of tumors. More studies are needed for the understand the effects of these cells mainly

on the tumor microenvironment, which may suggest new alternatives of antitumor therapies.

Keywords: Breast cancer, TDC cells, T cells, dendritic cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O Céncer é o termo abrangente utilizado para designar o crescimento celular
descontrolado. Desenvolve-se, basicamente, quando ha falha nos processos que induzem a
divisdo celular, defeitos no controle do ciclo de divisdo celular e/ou desequilibrio do controle
de morte celular programada ou apoptose (ARRUDA et al., 2008).

O céncer, ou neoplasia maligna é caracterizado pela transformacédo de células normais
em malignas, podendo se estabelecer de forma espontanea ou induzida por agentes quimicos,
fisicos ou biologicos. Quando ha quebra da integridade celular, as transformacdes sdo
evidenciadas, levando posteriormente a alteragdes moleculares e fenotipicas celulares (LOEB;
HARRIS, 2007; DAROLT; FREITAS; FREITAS2, 2011).

Estudos demonstram que uma Gnica mutacao néo é suficiente para a formacao do tumor
e que € preciso ter duas ou mais modifica¢Ges associadas que irdo interferir nos mecanismos de
proliferacdo e morte celular (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Segundo a World Health Organization (WHO), até o ano de 2030 sdo estimados 27
milhdes de novos casos incidentes de cancer no mundo, sendo 17 milhdes de mortes por essa
doenca e milhares de pessoas vivas convivendo com essa doenga (WHO, 2016).

No Brasil é um problema que ganha relevancia pelo perfil epidemioldgico que essa
doenca vem apresentando com altos niimeros de casos. E o que se tem mostrado, a estimativa
realizada pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) para o ano de 2016, valida também para o
ano de 2017, a ocorréncia de cerca de 596 mil casos de cancer, sendo 295.000 casos entre 0S
homens e 300.800 entre as mulheres (INCA, 2016). Ainda de acordo com o Instituto, 0 nUmero
de casos de cancer de mama para este ano de 2016 é de 57.960 (INCA, 2016).

As células tumorais aglomeradas formam uma massa neoplasica que pode desenvolver
a capacidade de realizar metastase, podendo assim comprometer a fungédo de outros 6rgéos por
apresentarem capacidade de invasdo local e promoverem um microambiente favoravel ao seu
desenvolvimento (ONUCHI; CHAMMAS, 2010).

1.2 Cancer de Mama

O cancer de mama é a neoplasia maligna mais comum entre o sexo feminino e a segunda

principal causa de morte por cancer de mulheres em todo o mundo. O aumento do nimero de
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casos deste tipo de cancer tem permitido elucidar o entendimento quanto aos mecanismos
moleculares relacionados a esta doenga e consequentemente ao desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos e estratégias que podem proporcionar importante diminuicdo na
mortalidade (PEROU et al., 2000; SOTIRIOU; PUSZTALI, 2009).

E uma das neoplasias mais temidas pelas mulheres, uma vez que a sua ocorréncia causa
grande impacto psicoldgico, funcional e social, atuando negativamente nas questdes
relacionadas a autoimagem e a percepcdo da sexualidade (ROUZIER et al., 2005). Seu
desenvolvimento esta relacionado a exposi¢cdo prolongada aos hormonios femininos, a idade
avancada para gestacdo, a ndo amamentacao, ao excesso de peso, histéria familiar ou mutacéo
genética, incluindo mutacGes nos genes BRCAL e BRCA2. No entanto, ha casos que a que a
doenca se desenvolve sem apresentar fatores de risco identificaveis (AMENDOLA; VIEIRA,
2005).

Em relacdo a mortalidade, essa neoplasia representou cerca de 13,7% do total de mortes
por cancer no mundo no ano de 2008, com a excec¢do dos tumores de pele ndo melanomas. Na
populacdo norte-americana, houve reducédo de 12,3% nas taxas de mortalidade por cancer de
mama entre os anos de 1991 a 2006, o que foi atribuido principalmente a ampliacdo do
rastreamento mamografico (CINTRA et al., 2012).

No Brasil, estima-se aproximadamente 57.960 novos casos de cancer de mama em 2016
validos para 2017. Com base em dados dos registros de cancer de base populacional nacional,
as incidéncias da doenca sdo similares aquelas observadas em paises desenvolvidos. Trata-se
da principal causa de ébito por cancer feminino no pais, principalmente nas regides sudeste,
sul, nordeste e centro-oeste e a segunda causa de neoplasia mais incidente na regido norte. A
faixa etéria de maior risco para este cancer, segundo dados da Secretaria de Vigilancia em
Saude, encontra-se entre 50 e 69, sendo relativamente rara antes dos 35 anos, acima dessa idade
h& um progressivo crescimento em sua incidéncia especialmente apds 0s 50 anos (INCA, 2016).

A classificacdo morfologica mais comum do cancer de mama é a preconizada pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) sendo 85% de carcinomas ductais e 15% de carcinomas
lobulares (ANGULO et al., 2013).

Somente a andlise morfoldgica utilizada (anatomopatoldgica) € insuficiente para
caracterizar os carcinomas de mama, uma vez que 0s tumores com 0 mesmo grau, estadio e tipo
histologico podem apresentar diferentes prognosticos e respostas a terapia, sendo necessaria a
avaliacdo e classificagdo imunohistoquimica (ELSTON; ELLIS, 1991; REIS-FILHO;
WESTBURY; PIERGA, 2006).

A deteccdo precoce da neoplasia € a unica forma de diminuir suas taxas de morbidade e

de mortalidade. Programas de prevencéo e diagnostico precoce, tais como exames de palpacao
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das mamas, mamografia, ecografia, ressonancia nuclear magnética, bidpsia e estadiamento,
justifica-se pela promoc¢do da qualidade de vida (MOLINA; DALBEN; LUCA, 2003,
ANGULO et al., 2013). Embora o prognéstico seja otimista para a maioria das mulheres
diagnosticadas no estagio inicial da doenca, o diagnostico do cancer de mama ainda tem um
profundo impacto psicossocial nos pacientes e seus familiares (BERGAMASCO; ANGELO,
2001).

1.3  Modelos Experimentais Cancer de Mama

Para avaliar e compreender a biologia dos tumores de mama tem-se utilizado um modelo
experimental conhecido como carcinoma mamario murino 4T1. Em 1983, Fred Miller isolou
essa linhagem celular tumoral de camundongos da linhagem BALB/c (ASLAKSON; MILLER,
1992; LELEKAKIS et al., 1999; YONEDA et al., 2000).

Essa linhagem celular é altamente tumorigenica e invasiva, morfologicamente o tumor
apresenta proliferacdo epitelial maligna e com elevado indice mitotico, apoptotico e varios
vasos sanguineos ligados diretamente a progressdo tumoral. Ha, ocorréncia de metastases
espontaneas a partir do tumor priméario de uma glandula mamaria para varios locais distantes,
incluindo os nédulos linfaticos, sangue, figado, pulmdo, cérebro e ossos (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

O tumor formado apresenta diversas caracteristicas que permitem utilizar este modelo
experimental para estudo do cancer de mama humano. Uma dessas caracteristicas € de que essas
células sdo facilmente transplantadas na glandula mamaria, de modo que o tumor se desenvolva
na propria glandula. Outra caracteristica é que, semelhante ao que se observa no cancer de
mama humano, a doenca metastatica de tumores 4T1 se desenvolve de forma espontanea a
partir do tumor primério (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

Sendo assim esse modelo se torna de grande valia para o estudo do cancer de mama por
essas células tumorais apresentarem um comportamento similar ao desenvolvido por tumores
mamarios humanos (DUPRE et al., 2007).

1.4  Resposta Imune a Tumores

O sistema imunolégico tem por finalidade manter a homeostase do organismo e
combater as agressdes de uma maneira geral. Ele é dividido em imunidade inata e imunidade
adquirida que atuam em conjunto para a defesa do organismo (CRUVINEL et al., 2010). Na

imunidade inata tem-se uma resposta rapida a varios estimulos. E representada pelas barreiras
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fisicas, quimicas e bioldgicas, fagdcitos (neutréfilos e macréfagos, células dendriticas (CDs)),
células Natural Killer (NK), proteinas do sangue incluindo o sistema complemento e as
citocinas (CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade adquirida utiliza mecanismos de reconhecimento especificos de antigenos
mediados por receptores presentes nas membranas dos linfdcitos T e B e é mais eficiente pela
formagdo de células de memoéria (MIZOBE-ONO; ARAUJO; SANTOS, 2006; MENDONCA
et al., 2008).

As células tumorais sdo capazes de estimular respostas imunoldgicas especificas, uma
vez que séo circundados por linfécitos T, células NK e macr6fagos que provocam uma resposta
imune contra essas células. O sistema imune pode ser ativado por estimulos externos,
destruindo assim células tumorais, desde que estas células expressem antigenos que sejam
reconhecidos como estranhos pelas células de defesa do organismo (SILVA; SERAKIDES;
CASSALLI, 2004).

O sistema imune tem papel muito importante diante das células tumorais para que ndo
haja crescimento do tumor, pois as células tumorais criam um ambiente imunossupressor como
a liberacdo de citocinas, como o Fator de Crescimento Tumoral (TGF-B) afetando a resposta
imune local, sendo que em pacientes com estagios de canceres avangados a resposta imune esta
em mau funcionamento, com diminuicao das respostas de linfécitos T auxiliares (T CD4") e
linfocitos T citotdxicos (T CD8') e a deficiente expressdo de moléculas do Complexo
Histocompatibilidade Principal (CHP) nas células tumorais (PAZ et al., 2014).

1.4.1 Células dendriticas e Resposta Antitumoral

As CDs fazem a interligacdo entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa. Estas
células sdo derivadas da medula dssea e residem em tecidos periféricos, pele, figado e intestino
onde capturam antigeno para processa-los e apresenta-los as células T virgens (CRUVINEL et
al., 2010).

Ha dois subtipos de CD: as CD mieldides convencionais (mCD), caracterizadas pela
expressdo do marcador mieloide BDCA3* ou BDCAl*as CD plasmocitoides (pCD),
caracterizadas pela expressao do marcador celular CD11¢c*CD123*CD303". As CDs mieldides
sdo encontradas nos tecidos periféricos e no sangue e sdo precursoras das células de
Langherans, CD da pele, e estdo envolvidas na producédo da citocinas pro-inflamatorias, como
o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina (IL-6) (OLIVEIRA; BORGES; CRUZ, 2013).
As CDs plasmocitoides predominam no sangue periférico e secretam grandes quantidades de
interferon tipo | (IFN-a/B) em resposta a infec¢ées virais (CRUVINEL et al., 2010).
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As CD, por se posicionarem em locais estratégicos reconhecem antigenos, a partir de
seus receptores de reconhecimento, realizam sua internalizagdo a partir da fagocitose,
processam este antigeno, expressam moléculas de adesdo e de CHP e coestimuladores B7-1
(CD80) e B7-2 (CD86) para ativar linfdcitos T virgens, realizando assim a sua funcdo de forte
apresentadora de antigeno (STEIMANN; BANCHEREAU, 2007).

As CDs apresentam antigenos para as células T CD4" e T CD8" pelo CHP-11 e CHP-I,
respectivamente, expresso na superficie dessas células. Esta apresentacdo resulta na
diferenciacdo dos linfocitos T CD4" virgens em células efetoras Thl, Th2, TH17 ou Treg,
enquanto que os linfocitos T CD8" se diferenciam em citotdxicos (CTL). Devido aos sinais
fornecidos pelas CDs, o reconhecimento de antigeno via CHP, a interacdo entre as moléculas
coestimuladoras expressas na superficie das CDs e dos linfécitos T, ocorre uma resposta
imunogénica ou tolerancia imunoldgica, e a secrecdo de citocinas. As CDs podem induzir
indiretamente a ativacdo de linfocitos B através da inducdo da expressdo de moléculas de
CD40/CD40L e de IL-12 nos linfocitos T, além de interagir com células da imunidade inata
(BOUDREAU et al., 2011).

Além disso, as CDs também sdo capazes de ativar células da resposta imune inata
através da secre¢do de IL-12, que ativa as células NK, e da ativacao de linfdcitos do perfil Thl
secretores de IFN-y, que é capaz de ativar tanto as células NK quanto os macrofagos (DE
VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). As células NK sdo as mais eficientes para o combate
as células tumorais. A ativacdo dessas células depende do equilibrio entre os seus receptores de
ativacdo e inibi¢do. Quando ativadas, as células NK induzem a morte da célula alvo através da
liberacio de granulos toxicos de perforina e granzima (TORREZINI; ATHANAZIO, 2008). Os
macrofagos sdo capazes de realizar a destruicdo das células tumorais, quando ativados na sua
forma classica, liberando enzimas toxicas, como as enzimas lisossomais, espécies reativas de
oxigénio e oxido nitrico, e pela producdo do estimulador da toxidade tumoral, 0 TNF-a, ¢ das
citocinas que estimulam a resposta do sistema imune (IL-2, IL-12 e 1L-18). (COUSSENS;
WERB, 2002).

1.4.2 Células T e Resposta Antitumoral

Durante a resposta imune adquirida contra tumores as principais células participantes
desta resposta sdo os linfécitos T. A maioria das células T humanas expressam, como receptor
de reconhecimento de antigeno, o TCR o/p ¢ moléculas de CD4 ou CDS. Essas moléculas
interagem com moléculas de CHP realizando uma sinalizacao intracelular para que ocorra a

ativacdo das células T (BROOKS et al., 1993). Quando ativadas durante o processo de
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apresentacdo de antigenos anteriormente descrito, os linfécitos T CD4" podem se diferenciar
em subpopulagbes Thl, Th2, Th17 ou Treg, ao passo que os linfocitos T CD8" se diferenciam
em CTL (BOUDREAU et al., 2011).

O principal mecanismo utilizado pelo sistema adaptativo celular para a morte das células
tumorais é dependente dos linfécitos T CD8" citotéxicos (CTL), que reconhecem antigenos
tumorais especificos apresentados por moléculas de CHPI. Por esta razdo um dos mecanismos
potentes de evasdo tumoral envolve a expressao imperfeita ou ndo das moléculas de CHPI
(TORREZINI, ATHANAZIO, 2008), ao passo que as células T CD4" com a liberacdo de
citocinas no inicio das respostas imunoldgicas, como a IL-12, promove a diferenciacdo na
subpopulagéo de Thl (MURPHY; STOCKINGER, 2010).

1.5 Células Tocs

Para que se tenha uma resposta imune eficaz faz se necessario a interacdo entre o sistema
imune inato e o adaptativo (MOSER; LEO, 2010). E para que se inicie essa resposta €
fundamental que se tenha a comunicacdo entre as CD e as células T (BANCHEREAU,;
STEINMAN, 1998).

Tanto as CD quanto as células T se originam a partir de progenitores comuns da medula
0Ossea e se diferenciam durante seu desenvolvimento, no entanto, estudos estdo sendo realizados
guanto as suas funcdes, que podem ser que ndo sejam tdo distintas (LIU; NUSSENZWEINE,
2010).

As CD convencionais, ou mieldides, se diferenciam a partir de um progenitor comum
da medula 6ssea e migram para os oOrgaos linfoides periféricos. Utiliza, para o seu
desenvolvimento, os fatores de transcrigdo PU. 1, Ikaros, IRF8 e o Batf 3 e, como marcadores
de diferenciacdo, o FIt3 e o seu ligante FIt3L. Estudos recentes mostram que o fator de
transcricdo Zbtb46, também é expresso no decorrer da diferenciagdo das CD convencionais
(MEREDITH et al., 2012; SATPATHY et al., 2012).

As células T, ou linfocitos T, também se originam na medula 6ssea e completam sua
maturacdo no timo. Estas células podem se diferenciar, apos sua ativacdo, em populacdes
distintas de resposta, como linfocitos Thl, Th2, Th9, Thl7, Trege o T CD8" (MOSMANN et
al., 1986; PODGAEC et al., 2007; BETTELLI et al., 2008; LI; ROSTAMI, 2010).

O sistema imune inato e adaptativo atuam através de diferentes células, sendo que

algumas células parecem sobrepor-se, como é o caso de uma populacdo celular recentemente
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descoberta, denominada células Tpc, que combinam caracteristicas moleculares e funcionais
dessas de ambas as respostas imunolégicas (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).

As células Tpc apresentam caracteristicas tanto de celulas T quanto de CDs, sendo,
portanto, intermediarias entre as respostas imunes inata e adaptativa. Estas células também
necessitam do timo para o seu desenvolvimento, sendo semelhantes as células T em sua origem
e desenvolvimento, apresentando, ainda, propriedades funcionais caracteristicas dos linfocitos
T (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).

As células Tpc sdo caracterizadas pela expresséo de altos niveis do marcador de CDs
mieldides CD11c, de moléculas de MHC-II e do receptor de células T, TCR af. Também
expressam CD11b, F4/80 e FcRy. Estas células possuem tamanho e morfologia semelhantes as
células T, sugerindo que as células TDC possam ser um novo subconjunto de linfocitos T
(KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).

Células T (por exemplo, Lck, subunidades de CD3 e IL-7Ra) e DCs (CD83, MHC I,
FIt3 e Zbtb46) (RECHAVI; GOLDSTEIN; KLOOG, 2009) apresentam caracteristicas da
resposta imune inata comuns com a expressao de genes codificadores de proteinas normalmente
encontradas nas células Tpc.

Estas células podem ainda, hipoteticamente, serem capazes de fornecer funces
necessarias para autorregulacdo, indicando que elas ndo precisam da ajuda de uma célula
apresentadora de antigenos (APC) convencional por serem autossuficientes para apresentacao
de antigenos. E regulada positivamente por moléculas coestimulatérias assim como as CD
convencionais (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).

Além disso, estudos mostram que, quando as células Tpc sdo estimuladas com agonistas
de Receptores Semelhantes a Toll (TLR), elas sdo capazes de sintetizar IL-12, uma citocina
produzida por CDs e importante para polarizacdo de linfécitos do perfil Thl. A producdo de
IL-12 por TDC pode ser ainda mais evidente quando estimuladas com o IFN-y recombinante
(rIFN-y) (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).

No entanto, ainda ndo estd bem esclarecido qual o papel das células Tpc na resposta
imunoldgica antitumoral. Dessa forma, faz-se necessario avaliar o comportamento dessas
células em uma resposta imune normal ou frente a estimulos como o desenvolvimento do tumor,

sugerindo alternativas de terapias antitumorais.
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2 JUSTIFICATIVA

N&o ¢ de hoje que a saude publica enfrenta uma das doencgas mais desafiadoras para 0s
imunologistas e outros especialistas: o0 cancer. O cancer e seu tratamento estéo associados com
numerosos efeitos adversos, sintomas fisicos e psicologicos.

O sistema imune é extremamente complexo, sendo que suas células tém a capacidade
de interagir entre si, sendo esta interagcdo entre o sistema imune inato e o adaptativo de grande
importancia para o desenvolvimento de uma resposta imune adequada. Algumas destas células
parecem sobrepor-se em termos de marcadores e fungBes, como € o caso de uma populacdo
celular recentemente descoberta, denominada células Tpc.

Sendo essas células recém-descobertas, ndo se sabe ainda informacdes suficientes sobre
seu fendtipo e funcdo, principalmente em um ambiente em que ha presenca de células tumorais.
Desta forma, nosso estudo justifica-se por caracterizar as células Tpc localizadas no bago de
camundongos saudaveis e em camundongos com cancer de mama induzidos por 4T1 para
avaliar se este Ultimo promove uma alteracdo deste perfil, visto que ainda ndo esta bem
esclarecido qual o papel das células Tpc na resposta imunologica e muito menos na resposta

imune antitumoral e a partir disso poder sugerir novas alternativas de terapias antitumorais.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Este estudo objetiva melhor caracterizar as Tpc esplénicas, em termos morfoldgicos e
funcionais, de camundongos na auséncia e presenca de tumores de mama induzidos por 4T1

em camundongos.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar por citometria de fluxo a expressao de marcadores de superficie de células Tpc—
CD3*, CD4", CD11b", CD11c" e CD25" (receptor de IL-2) — em células obtidas do bago de

camundongos saudaveis e com cancer de mama induzidos por 4T1.

3.2.2 Avaliar por citometria de fluxo a expressdo de moléculas coestimulatdrias em células Tpc
— CD80*, CD86" — em células obtidas do baco de camundongos saudaveis e com cancer de
mama induzidos por 4T1.

3.2.3 Avaliar por citometria de fluxo a expressdo de moléculas de apresentacdo de antigenos
em células Tpc — CHP-I1I (la) — em células obtidas do ba¢o de camundongos saudaveis e com

cancer de mama induzidos por 4T1.

3.2.4 Avaliar por citometria de fluxo a expressao de citocinas em células Tpc — TNF-aa e IL-
12 — em células obtidas do baco de camundongos saudaveis e com cancer de mama induzidos
por 4T1.

3.2.5 Comparar se ocorrem alteraces das caracteristicas fenotipicas das Tpcs na presenca de

tumores de mama induzidos por 4T1.
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4 HIPOTESE

Células Tpc (linfocitos T com caracteristicas de células dendriticas) expressam maior
quantidade de moléculas coestimuladoras, de apresentacdo de antigeno e sintetiza citocinas
TNF- a e IL-12 na presenca de cancer de mama induzido por 4T1.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados um total de 20 camundongos da linhagem Balb/c fémeas,
com 8 semanas de idade, provenientes do Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON), Uberaba,
Minas Gerais. Os animais foram separados em grupos, mantidos em 4 gaiolas de plastico, sendo
5 camundongos em cada gaiola, com acomodacao adequada, em ambiente claro/escuro de 12h,
em temperatura controlada (21 + 3°C), com alimentacgdo e 4gua disponiveis ad libitum. Depois
do periodo experimental, os animais foram eutanasiados com uma overdose de Ketamina (75
mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg). Seus restos mortais foram descartados, juntamente com o lixo
bioldgico, para incineracao.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, sob o nimero de registro 317 (ANEXO A). Todos

o0s experimentos foram realizados em triplicata bioldgica.
5.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais (Tabela 1) da seguinte forma:
Grupo controle, constituido por animais que ndo sofreram a inducdo do tumor e Grupo
experimental constituido por animais que foram inoculados com células tumorais da linhagem

4T1. Esses animais foram observados no decorrer dos 30 dias de experimento.

Tabela 1 - Divisao dos grupos experimentais de acordo com a administracdo de 4T1.

Grupos Administragéo de N° animais
4T1 (2x10%)

Grupo Controle Nao 10
Grupo Experimental Sim 10
Total - 20

Fonte: Autores (2015).
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5.3 Inducéo de Tumor com Células 4T1

As células da linhagem tumoral 4T1 foram mantidas em cultura em meio RPMI
completo, em estufa humidificada (Water Jacket Incubator 3110, Thermo-Fisher Scientific,
Marietta, OH) & 37°C e 5% de CO. Para a inducdo do tumor, as células foram lavadas com
solucéo fisioldgica 0,9% a 290xg, 4°C por 10 minutos e, posteriormente, foram injetadas 2x10°
células 4T1 na glandula mamaria dos animais dos grupos tumor (figura 1) e o crescimento

tumoral monitorado por 30 dias.

Figura 1 — Representa¢do do desenho do estudo, que mostra a indugdo de tumores com linhagem celular 4T1 e
periodo de observacéo.

. Periodo de observagao

N \

t

Inducdo com 4T1 Eutanasia
(2x10° células).

Fonte: Adaptado de Abdalla e colaboradores, 2014.

5.4 Coleta de células esplénicas

Os animais foram eutanasiados (como descrito acima), e os bacos foram removidos
(figura 2) e submetidos a um processo de ruptura mecanica com o auxilio de pingas. As células
obtidas foram homogeneizadas imediatamente em solucdo fisiologica 0,9%, e lavadas trés
vezes por centrifugacdo a 290 xg durante 10 min a 4°C em solucéo fisioldgica 0,9%. Apoés
centrifugacdo, as células foram ressuspensas e distribuidas a uma concentragdo de 1x10°

células/tubo para utilizagdo em protocolo de citometria de fluxo.
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Figura 2 — Retira de bago de camundongo

Fonte: do Autores (2015).

5.5 Citometria de fluxo

As células esplénicas foram colocadas em solugdo de lise (BD Biosciences - FACS™
Lysing Solution) a uma proporcao de 1 ml de amostra em 20 ml de solugédo de lise. Apos 10
min de incubacdo a temperatura ambiente, a solucdo de lise celular foi removida por
centrifugacdo durante 10 min a uma temperatura de 4°C e 290 xg, por trés vezes em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS). A cada amostra, foi adicionado 1 ml de PBS
suplementado com 2 ul da proteina transportadora inibitoria (BD Golgistop™) por 3 ml de
solucdo de células e, em seguida, incubadas durante 20 min a 4°C. As células foram entéo
lavadas com PBS por centrifugacdo, tal como descrito acima, para remover o0 excesso de
proteinas.

Apo6s centrifugacdo, as células foram ressuspensas, contadas e submetidas a
imunomarcacao extracelular com anticorpos BD PharmigenTM®. As células foram incubadas
com cada um dos anticorpos a 4°C durante 30 min no escuro e depois lavadas com PBS para
remover 0 excesso de anticorpos. A permeabilizacdo e a fixacdo foram realizados (BD
Cytofix/Cytoperm™ solution) a 4°C durante 20 min no escuro. As células foram igualmente
submetidas a imunomarcacao intracelular, alguns tubos foram reservados para isotipos de
controle. Apds marcagdo intracelular, as células foram mais uma vez incubadas a 4°C durante
30 min no escuro e lavadas em solucio tampdo (BD Perm/Wash™ Buffer) para remover o
excesso anticorpos. Finalmente, as células foram ressuspensas em 500ul de PBS para anélise
por citometria de fluxo num citdmetro BD FACS Calibur™,
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As células foram ressuspensas, contadas e submetidas & imunomarcacdo extracelular
com anticorpos anti-CD11b PerCP-Cy5.5 (molécula de adesdo), anti-CD11c APC (quando
positivo esse marcador celular indica células dendriticas miel6ides), anti-80 FITC, anti-CD86
APC (moléculas coestimulatorias), anti-la PE (CHP-II1 — molécula apresentadora de antigeno),
anti-CD3 FITC (linfocitos T totais linfocitos), anti-CD25 PE (receptor de IL-2) (BD
PharmigenTM®) por 30 min a 4°C e lavadas com PBS. A permeabilizacédo e a fixagdo foram
realizadas (BD Cytofix/Cytoperm™ solution) a 4°C durante 20 min. As células foram
igualmente submetidas a imunomarcacao intracelular de citocinas anti-1L-12 PE e anti-TNF-a.
PE (BD PharmigenTM®).

Apo6s marcacdo intracelular, as células foram mais uma vez incubadas a 4°C durante 30
min no escuro e lavadas em solugdo tamp&o (BD Perm/Wash ™ Buffer) para remover o excesso
anticorpos. Finalmente, as células foram ressuspensas em 500ul de PBS para analise por

citometria de fluxo num citdmetro BD FACS Calibur™,

4.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados através do aplicativo GraphPad
Prism® 5.00. As variaveis cuja distribuicdo ndo foi normal foram analisadas utilizando-se testes
ndo paramétricos, Mann-Whitney para comparacdes entre dois grupos. Foram consideradas

estatisticamente significantes as diferengas em que p foi menor que 5% (p < 0.05).
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619

620 6 RESULTADOS

621

622 6.1 Células Toc em camundongos saudaveis e com cancer de mama

623

624 Para avaliar a presenca de células Toc em camundongos saudaveis e com cancer de
625  mama, foi realizada citometria de fluxo, para anélise da expressdo de marcadores de superficie
626 CD3, CD11c, CD11b, CD80, CD86 e CHP de classe I, caracteristicos destas células. Na figura
627 3, observamos a porcentagem de células (% GATE) e a média de intensidade de fluorescéncia
628  (MFI) para os marcadores de células dendriticas e moléculas coestimulatdrias em células CD3*
629  expressos em mediana. Nota-se, nesta figura, uma diminuicdo significativa da porcentagem de
630  células CD3*/CD11b" no grupo de células esplénicas do grupo experimental (0%) em relacéo
631  ao grupo controle (1,61%) (p=0,0175) e também na média de intensidade de fluorescéncia no
632  grupo de células esplénicas do grupo experimental (0) em relacdo ao grupo controle (865,96)
633  (p=0,0175). Quanto a porcentagem de células CD3*/CHPII* houve uma diminuicdo
634  significativa no grupo experimental (47,40%) em relacdo ao grupo controle (81,71%)
635 (p=0,0002) assim como a média de intensidade de fluorescéncia no grupo de células esplénicas
636  do grupo experimental (657,78) em relacdo ao grupo controle (1518,6) (p=0,0002). Em relacdo
637  as demais marcagdes, CD11c, CD80 e CD86, ndo foram observadas alteragdes significativas
638  (p>0,05). Estes resultados sugerem que ha uma reducgdo de células Toc em camundongos com

639  cancer de mama comparado a camundongos saudaveis.
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Figura 3: Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescéncia (B) de células CD3* positivas
para marcadores de células dendriticas e moléculas coestimulatorias. Resultados expressos em mediana (Teste
Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001. Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE: Porcentagem de
células. MFI: Média de Intensidade de Fluorescéncia.
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6.2 Reducéo de células Toc em camundongos com tumor

Para avaliar a influéncia do tumor sobre as células Tpc, foi avaliado a porcentagem de
células e a média de intensidade de fluorescéncia de TNF-a*, IL-12* e CD4*/CD25" em células
CD3*/CD11b" ou CD3*/CD11c".

Na figura 4, observamos a expressdo de marcadores CD3"/TNF-a*, CD3"/IL-12" e
CD4*/CD25" positivas para CD11c* expressos em mediana. Em relacdo a porcentagem de
células CD3*/TNF-0f/CD11c* ndo foram observadas alteragdes significativas quando
comparados o grupo de células esplénicas do grupo experimental (75%) ao grupo controle
(30,39%) (p>0,05) ao passo que a intensidade média de fluorescéncia dessa marcacgdo reduziu
significativamente no grupo de celulas esplénicas do grupo experimental (692,27) em relacédo
ao grupo controle (1308,61) (p<0,0002).

Em relacéo a porcentagem de células CD3*/IL-12*/CD11c" observou-se uma diminuicéo

significativa tanto da porcentagem dessas células no grupo de células esplénicas do grupo
experimental (75,00%) em relacdo ao grupo controle (81,82%) (p=0,0260) assim como na
média de intensidade de fluorescéncia dessas células no grupo de células esplénicas do grupo
experimental (600,23) em relagdo ao grupo controle (1302,7) (p<0,0001).
Em se tratando da porcentagem de células CD4*/CD25"/CD11c* ndo foram observadas
alteracbes significativas quando comparados o grupo de células esplénicas do grupo
experimental (66,67%) ao grupo controle (72,73%) (p>0,05) ao passo que se observou uma
diminuicdo significativa da média de intensidade de fluorescéncia dessa populacdo celular no
grupo de células esplénicas do grupo experimental (624,09) (p<0,0001) em relacdo ao grupo
controle (1304,6).
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Figura 4: Expressdo em células linfocitarias que expressam moléculas de CD3*/TNF-a*, CD3*/IL-12* e
CD4*/CD25 do marcador CD11c* Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescéncia (B). Foram
obtidas células esplénicas de camundongos saudaveis e camundongos induzidos com 2x10° células da linhagem de
células tumorais 4T1 e analisadas através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados obtidos foram expressos
em mediana (Teste Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001. Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE:
Porcentagem de células. MFI; Média de Intensidade de Fluorescéncia.
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749 Em relacdo a expressdo de células CD3"/TNF-a*, CD3*/IL-12" e CD4*/CD25" positivas
750 para CD11b", expressos em mediana, (figura 4) observarmos os seguintes resultados: notamos
751 um aumento significativo da porcentagem de células CD3"/TNF-o//CD11b" no grupo de
752  ceélulas esplénicas do grupo experimental (75%) em relacdo ao grupo controle (26,97%)
753  (p=0,0260) enquanto que a sua média de intensidade de fluorescéncia diminuiu de forma
754  significativa no grupo de células esplénicas do grupo experimental (1049,14) em rela¢do ao
755  grupo controle (4114,43) (p<0,0002).

756 Nas células CD3" positivas para a citocina IL-12* notamos que ndo foram observadas
757  alteracOes significativas em relagdo a porcentagem de células CD3*/IL-12*/CD11b" quando
758  comparados ao grupo de células esplénicas do grupo experimental (75,00%) ao grupo controle
759  (27,27%) (p>0,05). Em relacdo a média de intensidade de fluorescéncia das células da mesma
760  populacdo celular se observou uma diminuicdo significativa no grupo de células esplénicas do
761  grupo experimental (1049,14) em relacdo ao grupo controle (2510,38) (p<0,0001).

762 Na expressao de marcadores de CD11b em células linfocitarias CD4" positivas para a
763  citocina CD25" notamos um aumento significativo da porcentagem de células
764  CD4*/CD25*/CD11b* no grupo de células esplénicas do grupo experimental (100%) em relacéo
765  ao grupo controle (44,64%) (p<0,0001). Quanto a média de intensidade de fluorescéncia se
766  observa uma diminuicdo significativa dessas mesmas células no grupo de células esplénicas do
767  grupo experimental (1552,29) em relagcdo ao grupo controle (3831,19) (p<0,0001). Estes
768  resultados sugerem que ha uma reducdo de células Tpc produtoras de I1L-12, TNF-a e que
769  possuem o marcador de proliferacdo para IL-2 (CD25) em camundongos com cancer de mama
770  comparado a camundongos saudaveis.
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Figura 5: Expressdo em células linfocitarias que expressam moléculas de CD3*/TNF-a*, CD3*/IL-12* e
CD4*/CD25 do marcador CD11b*. Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescéncia (B).
Foram obtidas células esplénicas de camundongos saudaveis e camundongos induzidos com 2x10° células da
linhagem de células tumorais 4T1 e analisadas através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados obtidos
foram expressos em mediana (Teste Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001.

Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE: Porcentagem de células. MFI: Média de Intensidade de
Fluorescéncia.
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Tabela 2 — Valor de p da porcentagem de células (% GATE).

Marcacao Controle Experimental Valor de p
CD3+/CD11c+ 14,52 13,89 >0,05 NS
CD3+/CD11b+ 1,61 0 0,0175*
CD3+/CD86+ 13,41 1,56 >0,05 NS
CD3+/CD80+ 45,8 35,94 >0,05 NS
CD3+/CHPII+ 81,71 47,4 0,0002***

CD11c+/CD3+/TNF-o+ 30,39 75 >0,05 NS
CD11c+/CD3+/IL-12+ 81,82 75 0,026
CD11c+/CD4+/CD25+ 72,73 66,67 >0,05 NS
CD11b+/CD3+/TNF-a+ 26,97 75 0,0260*
CD11b+/CD3+/IL-12+ 27,27 75 >0,05 NS
CD11b+/CD4+/CD25+ 44,64 100 <0,0001***

Fonte: Autores (2015).
NS: N&o Significativa; *p<0,05; ***p<0,001

Tabela 3 — Valor de p da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI).

Marcagao Controle Experimental Valordep
CD3+/CD11c+ 14,52 13,89 >0,05 NS
CD3+/CD11b+ 1,61 0 0,0175*
CD3+/CD86+ 13,41 1,56 >0,05 NS
CD3+/CD80+ 45,8 35,94 >0,05 NS
CD3+/CHPII+ 81,71 47,4 0,0002***

CD11c+/CD3+/TNF-o+ 30,39 75 >0,05 NS
CD11c+/CD3+/IL-12+ 81,82 75 0,026
CD11c+/CD4+/CD25+ 72,73 66,67 >0,05 NS
CD11b+/CD3+/TNF-a+ 26,97 75 0,0260*
CD11b+/CD3+/IL-12+ 27,27 75 >0,05 NS
CD11b+/CD4+/CD25+ 44,64 100 <0,0001***

Fonte: Autores (2015).
NS: Néo Significativa; *p<0,05; ***p<0,001.
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7 DISCUSSAO

Recentemente descritas, as células Tpc sd@o um subtipo de células com propriedades
comuns a células T policlonais e a células dendriticas (REIZIS et al., 2011). Essas células, raras,
possuem similaridade morfolégica a das células dendriticas com expressdo de niveis
intermediérios de CD11c e de moléculas de apresentacdo antigénica CHP de classe Il. Além
disso, essas celulas também sdo caracterizadas pela expressdo de moléculas coestimulatorias
(CD80, CD86) e marcadores de superficie linfocitarios (CD3, CD4 ¢ TCR o/f) (KUKA;
MUNITIC; ASWELL, 2012).

Em nosso estudo observamos a reducdo do nimero e funcionalidade dos linfocitos T
totais (CD3") positivos para CD11b e para a molécula de apresentacdo antigénica CHP de Il
presentes nas células Tpcs, sugerindo que essa diminuicdo aconteca devido a mecanismos que

0s tumores utilizam para escapar do sistema imune.

Os linfacitos T totais (CD3") séo representados pela populagéo de linfécitos T auxiliares
(CD3'CD4*CD87), T citotoxicos (CD3*CD4CD8*) e linfocitos duplos-positivos
(CD3"CD4*CD8"). Sdo sem duvidas as principais células de um mecanismo de defesa para o
organismo. A atuacdo dessas células ativa componentes do sistema imune para que haja uma
resposta eficaz (OSTRAND-ROSENBERG, 2008).

A falha ou a falta de uma resposta satisfatoria dos linfdcitos T a antigenos associados a
tumores pode ser explicado pelo mecanismo de tolerancia imunol6gica associado ao escape
tumoral. Como a ativacdo dessas células requer dois sinais de ativacdo, complexo CHP-
peptideo e receptor de células T (TCR) para a ligacdo de moléculas coestimulatérias (B7-1 —
CD80 e B7-2 - CD86) para seus ligantes (CD28) na superficie da célula T, as células tumorais
utilizam meios de ndo expressar tais moléculas para que ndo tenha o reconhecimento e ativacéo
desses linfécitos (OSTRAND-ROSENBERG, 2008).

Com o mecanismo de escape tumoral esses linfocitos totais podem estar diminuidos
devido as células tumorais ndo expressarem moléculas coestimulatérias e assim produzir
anergia em linfocitos antitumorais evadindo-se da resposta imune. Estudos em modelos
experimentais demonstrou que a perda de fungé@o imunitaria, pode afetar a producgéo de varios
mediadores desses linfocitos entre ele a producdo de citocinas e de mecanismos efetores das
células NK contribuindo de forma favoréavel ao desenvolvimento tumoral (JOYCE; POLLARD,
2009).
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Estudos realizados por Gabrilovich e colaboradores demonstram que a diminui¢éo da
funcdo das células T CD4" e TCD8" podem estar ligadas também as células supressoras
derivadas miel6ides (MDSC) por suprimirem a resposta imune adaptativa através do bloqueio
das funcdes dessas células (GABRILOVICH et al., 2007). Os seus niveis elevados na medula
0ssea, sangue e baco de camundongos com cancer esté associado a um crescimento tumoral de
progressdo maligna (OSTRAND-ROSENBERG, 2008).

Uma resposta imune eficiente requer coordenacdo entre imunidade inata e adaptativa.
Em particular, a interferéncia entre as células dendriticas (CD) e células T é a chave para a
iniciacdo da imunidade adaptativa (BANCHEREAU; STEIMANN, 1998).

As CDs sdo potentes na captura e processamento antigénico, encontradas tanto na
circulacdo quanto em tecidos, com grande eficcia no processo de apresentacdo cruzada e
também na apresentacdo de antigenos via CHP classe 1| (GUERMONPREZ et al., 2002).0
sistema de subtipos de células dendriticas é basicamente constituido por quatro: CD derivadas
de mondcitos (CD4“CD11c*) (SEGURA;AMIGORENA 2013); células de Langerhans
(CD1a'langerina™) (TOEBAK et al, 2009); CDs Plasmocitoides (CD11c*CD123*CD303%)
(REIZIS et al., 2011) e CD mieloide convencional (BDCA3* ou BDCAL") (SATPATHY etal.,
2012).

As moléculas CD11c e CD11b sdo expressas em uma variedade de células, como o0s
macrdéfagos, monacitos, células dendriticas e celulas Natural Killer (NK) (FAN;
EDGINGTON, 1991; EVANS et al., 2009). Em nosso estudo procuramos caracterizar as
ceélulas Toc localizadas no bago de camundongos saudaveis e avaliar se o cancer de mama
poderia induzir uma alteracao deste perfil. De forma geral, observamos que ocorre uma reducédo
significativa das células Tpc nos camundongos com tumores, principalmente em relacdo aos
marcadores celulares CD11b e molécula de apresentacdo de antigeno CHP de classe I,
sugerindo que a presenca de neoplasias pode influenciar na diferenciagédo desse perfil celular.

Em uma resposta antitumoral essas moléculas sdo importantes, por estarem presentes na
superficie de celulas apresentadoras de antigeno como as células dendriticas. Essas células por
sua vez sdo responsaveis pela apresentacdo antigénica para ativacdo de linfocitos T e
consequente destruicdo tumoral (LIU; CAQ, 2015).

Em contrapartida a esses dados, o microambiente tumoral contém uma rede de fatores
imunossupressores, com a capacidade de reprogramar esse ambiente e limitar a capacidade de
alguns tipos celulares, incluindo a inibi¢do da funcéo e capacidade das células T na erradicacéo
do tumor (WU et al., 2015). Os componentes celulares do tumor, a matriz extracelular e o fluido

intersticial constituem esse microambiente juntamente com as células do sistema imunolégico.
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Por sua vez as celulas tumorais e ndo tumorais expressam em sua superficie diversas moléculas
e fatores que podem afetar a eficicia de uma resposta imune influenciando principalmente na
apresentacdo antigénica e na resposta das células T (PARDOLL, 2012).

Apesar de termos avaliado as células esplénicas dos camundongos com tumores e nao o
tecido tumoral, acreditamos que o microambiente tumoral e seus mediadores poderiam estar
regulando a producéo e funcionalidade das células Toc, visto que em estudo realizado por Okita
e colaboradores (2014) foi observado uma forte correlagdo entre o aumento das células no
ambiente tumoral com marcadores CD11b* e CD11c" representados pelas APCs e 0 mau
prognodstico em pacientes com cancer gastrico, sugerindo que a presenca dessas células
caracterizam uma populacao de células DC imaturas, o que consequentemente correlacionaram
positivamente as células que expressavam CD11b* com as células T regulatérias, indicando que
essas células poderiam ter o potencial para induzir uma ambiente regulatério em pacientes com
cancer gastrico (OKITA et al., 2014).

Estudos relacionados com a atuacdo da molécula de apresentacdo de antigeno, CHP,
demonstraram que a maioria dos tumores sao capazes de apresentar antigenos, no entanto como
mecanismo de escape a falta dessas moléculas em células tumorais promovem uma tolerancia
exercendo efeitos prejudiciais (MORTARA et al, 2009). Estudos com tumores s6lidos mostram
que, 0os mesmos, ndo expressam moléculas de CHP de classe Il e 0 seu envolvimento com as
células T CD4" é dependente de células apresentadoras de antigenos (APCs) e citocinas
envolvidas (SCHIETINGER et al., 2010).

No estudo de Kuka e colaboradores (2012), foi demonstrado a capacidade das células
Toc em ndo precisar de uma APC para apresentacdo de antigeno e consequentemente a sua
ativacdo. As células esplénicas de camundongos Balb/c foram estimuladas com anti-CD3",
tanto as células T, Toc e a co-cultura de células T com CD e observaram que as células Toc
expandiram em maior propor¢do que as outras, sugerindo que as celulas Tpc sdo capazes de
fornecer fungdes para elas mesma, principalmente por terem a presenca de moléculas
coestimulatorias e de apresentacdo antigénica presentes nas CD (CD80, CD86 e MHC de 1)
ndo sendo necessario assim, a ajuda de uma APC para sua ativagdo (KUKA; MUNITIC;
ASWELL, 2012)..

Nossos dados demonstraram que ocorre uma diminuicao das moleculas coestimulatorias
avaliadas e também da molécula de apresentacdo de antigeno (CHP de classe Il) na presencga
de um ambiente modificado pelo tumor. Estes dados corroboram para a ideia de que o tumor
influéncia negativamente o surgimento destas células como mecanismo de escape para nao ser

eliminado.
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Diante da modulagdo negativa do tumor nas moléculas de membrana acima reportadas,
investigamos a presenca de citocinas intracelulares importantes na estimulacdo da resposta
imune antitumoral produzidas pelas Tpcs.

As Tocs, além de ter a habilidade de supra regularem as moléculas coestimulatorias,
podendo processar e apresentar antigenos por moléculas de CHP de classe Il de forma
independente, bem como se proliferar nas respostas imunes, sugerindo que sua dualidade
genética é refletida em suas propriedades funcionais de linfocitos T e de células dendriticas
(KUKA; ASHWELL, 2013), elas ainda sdo capazes produzirem citocinas como a IL-12, TNF-
a e IL-2 quando estimulados por agonista de receptores semelhantes a toll (TLR). A I1L-12 é
uma citocina produzida por CD e macréfagos envolvida principalmente na diferenciacdo do
fendtipo das células T CD4" para o perfil Thl, importante para a imunidade antitumoral
(MURPHY; STOCKINGER, 2010; WANG et al., 2013).

Em um estudo publicado por nosso grupo, Michelin e colaboradores (2015) observaram
um perfil de células T CD3"CD4" no sangue periférico de pacientes com cancer, através da
técnica de citometria de fluxo, que expressaram altos niveis de IL-12 importantes para uma

resposta eficaz contra o tumor (MICHELIN et al., 2015).

Estes linfocitos auxiliares que produzem IL-12 também ja haviam sido descritos em

camundongos com tumores em um trabalho anterior (MICHELIN et al., 2013).

No estudo investigativo sobre as caracteristicas inatas das células Tpc, Kuka e
colaboradores estimularam esplendcitos totais de camundongos com LPS e outro com agonista
de TLR. E observaram que as Tpc estimuladas com agonista de TLR foram capazes de produzir
a IL-12 (KUKA; MUNITIC; ASWELL, 2012).

Em nosso estudo observamos que as células Topc produtoras de IL-12 quando em
presenca do tumor diminuiram tanto em sua quantidade quanto em funcionalidade.
Acreditamos que com essa diminuicdo o perfil de células serd desviado para um perfil
imunossupressor caracterizado pela presenca de células Th2, favorecendo assim a progresséo
tumoral.

Em nossos estudos, verificamos também, a agdo dos linfocitos T que expressam TNF-a,
obtidos de bago de animais com tumores e observamos que também apresentaram uma reducao
nessa populacéo celular tanto em sua quantidade quanto em sua funcionalidade principalmente
na presenca das células tumorais.

Um estudo realizado por Katanov e colaboradores (2015) observou que a progressao do
cancer de mama promovida por células do estroma associados a fibroblastos e células

mesenguimais resultaram em um microambiente tumoral inflamatério incluindo altos niveis de
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TNF-a e também IL-1, citocinas pro-tumorigenica, o que levou a um recrutamento leucocitério
pré-tumor de mama (KATANOV et al. 2015).

Os dados do estudo acima contradizem com 0s nossos achados de que na presenca das
ceélulas tumorais ha diminuicdo das células Tpcs que expressam TNF-a tanto em sua quantidade
quanto em sua funcionalidade, possivelmente por estas células serem muito peculiares, esta
citocina possa exercer uma funcéo diferente no bago destes animais, comparada com a citocina
no microambiente tumoral.

Assim sendo, decidimos investigar se estas células possuiam também a molécula de
CD4" e o receptor para a IL-2 (CD25), responsavel pela proliferacdo dos linfécitos. Nossos
resultados demonstraram que ocorre a expressao destas moléculas de membrana nas células
esplénicas de camundongos saudaveis, contudo, as células TDC apresentam uma reducgéo destes
marcadores na presenca do tumor. Avaliando a memoria imunoldgica das células Tpc, que
possuem niveis intermediarios da molécula CD25", Kuka e colaboradores (2012) infectaram
camundongos com o Virus da Coriomeningite Linfocitica (LCMV) e verificou a expansdo
dessas células ap6s 8 dias de pico de resposta. In vitro verificou a proliferacdo desse tipo células
com 0 mesmo Virus e observou apds dois meses que possuia ainda seus aspectos moleculares e
funcionais, indicando assim uma persisténcia imunoldgica desse tipo celular (KUKA;
MUNITIC; ASWELL, 2012).

Em nosso estudo observamos que houve um aumento células Tpcs CD11b* para
CD3*TNF-a" e CD4"CD25", sugerindo que seja um mecanismo que organismo utiliza na
tentativa do combate tumoral, sem muita efetividade enquanto que as Tocs CD11c" houve
diminuicdo no seu marcador de proliferacdo alterando o seu perfil proliferativo.

Esses estudos vdo ao encontro aos nossos achados no que diz respeito a memoria e a
capacidade de proliferacdo das celulas Tpc, onde observamos um aumento dessas células mais
a sua funcionalidade diminuida quando avaliadas o0 seu comportamento sobre a presenca do
tumor.

Diante dessa analise, podemos sugerir que as Tpcs possam atuar em favor da resposta
imune antitumoral, sendo essas de suma importancia, pela razéo de estarem diminuidas em um

ambiente sobre a influéncia de células tumorais.
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8 CONCLUSAO

Podemos concluir que:
1. Estes novos subtipos de linfocitos T possuem em sua membrana moléculas
caracteristicas de células dendriticas mieldides (CD11c) e moléculas de adesdo (CD11b)
necessarias para a funcionalidade dessas células TDC;
2. A presenca das moléculas coestimulatdrias presentes nas celulas TDC, encontravam
diminuidas na presenca do tumor, tanto em sua quantidade e funcionalidade;
3. A molécula de apresentacdo de antigenos CHPII representada nos camundongos pelo
la, se apresentou diminuida na presenca de células tumorais;
4. Além disto, esse subtipo de linfocitos T, possuem a capacidade de produzir TNF-o e IL-
12 citocinas importantes para uma resposta antitumoral, sO que expressas em menores
quantidades;
5. Possuem marcadores de linfocitos T auxiliares (CD4+) e receptor para IL-2 (CD25)
representante de um perfil proliferativo;
6. Contudo, todos estes marcadores, tanto em sua quantidade e funcionalidade presentes
nas células Toc no baco de camundongos se encontraram reduzidas quando na presenca de

células tumorais.
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TITULO DO PROVETO: InMuescias da atividade flska na regosta mumoligica de tumoces experimontas ¢l Gismundongos
mduzides par lnkspernt cskular 4T1
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"SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)
Objetivos gerais: investigar a influfacia da atividade fisica obre a resposta imunolégica decorrente do
desenvolvimento do cincer.

Objetivos especificos: analisar a influéncia da atividade fisica na resposta do sistema imune contra tumores,
através da avaliagio de células imunes (CD 3+ CD4+, CDS+e CDI4+); analisar as alteragdes na sintese de
citocinss (1L-2, 1L, IL-10, IL-12, [FN-7, TNF<a, TGF-} ¢ CD25+); verificar a influéneia da pritica de
atividade flsica no peocesso de angioginese pela densidade microvascular (CD314, CDIOS+ ¢ Ki67;
ientificar o padrio de metilaglo dos genes: Thox 21, 1L-12, NOS2, NOS3, TGF-f, miRNA29a, miRNA29b
¢ miRNA1S5S dos camundongos da Enhagem bal'c com tumores de mama e dos grupos controles; fazer ©
seqlensiamento dus regides metlladas dos genes envolvidos na resposta antitumoral; modie a expeesso dos
genes envolvidos com a resposta antitumoral dos camundongos da linhagem balb/c com tumores de mama e
o grupo controle,

2. JUSTIFICATIVA
Tendo em vista que @ experimentaglo animal seria o primelro passo para descobertas de novas metodologias
de diagndstico © terapiutica. Utilizando animais poderemos imvestigar, nos mais variados aspectos da
resposta imunoldgica, as interagdes entre o sisterna imune ¢ a resposta Tumoral ¢ n efetividade das vacinas de
cflulas dendriticas, Tais interscdes, cuja Investigagio em seres humanos nifo se faz possivel pelo
<comportamento Invasivo ¢ experimental dos procedimentos

3 MATERIAL E METODOS
3.1)Animais;
Serlo wilizados 60camundongos da linhagem Balb'C, 50 fimeas ¢ 10 machos, peso 25g, procedentes do
Biotério Central da UFMG. Os animais serio alojados no biotério do JPON - UFTMOs animais sero
mantidos em gaiolas plsticas (305 x 198'x 133 mm), 10 animais por caixa, cama de maravalhy, A
temperatur ambicnte seri controlada de 22 £ 2°C, umidade relativa de 55 = 15% e com ciclo de
laminosidade claro ¢ escuro de |2 horas, Os animais receberiio ragio comercial (Nuvilab) ¢ agua i vontade.
1.2) Procedimentos com nnimais e demais procedimentos:
Os grupos experimentais serdo divididos da seguinte forma-GI — Grupo controle ; 10 Animais sem qualquer
intervenciio; GII - Grupn treinndo: 10 animais sem tumore submetidos ao protocolo de treimamento; GII -
Grupo tumor: 10 Animais com tumor induzido com a linhagemn 4T1; GIV — Grupo tumor treinado: 10
Animais com temer induzido com a linhagem 4T1 ¢ submetidos so protocalo de treinamento.
Os animais dos grupos I e 1V serllo inoculados com a linhagem tumoral 4T1, que é conlecida como
potente indutor na formaglio de tumares de mama em roedores. Desta forma serd, inoculado wma dnica dose
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da linhagem tumoral 4T1 com volume de 50 |l com concentragllo de 2,0 x 10° células por animal na regiso
do (ltimo par de mamas, posterionnente o tempo de 7 dlas serd respeitado para o desenvolvimento do tumer.
A confirmaglo do desenvolvimento se durd por palpago e inspecio no local das mamas. Posteriormente os
animais do grupo IT serlo submetidos A0 protocolo de treinamento, que conslste em sessdes de natog3o
durunte quatro semanas, ¢inco vezes por semana, 08 animais s1o colocados em baias separadas em dgua com
temperztura controlada (28£2°C), 4gua esta trocada todos os dias, @ n3o hé adiclo de peso extra aos animais.
Todo e qualquer sinal de incapacidade fisica, risco de afogamento, 08 snimais sdo retirados do ambiente
aquitico. O grupo I twmor sem treinamento egrupo 1V tumee treinados seguem o mesmo padrio.
Posteriormente a tedo o periodo experimental ser3o eulanasiados amavés de siperdosagem ancstésica e os
tecidos alvos removidos e condiclonados adequadamente para posteriones estudos,

3. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS

RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO
Os desconfortos dos animais nas manobras de administragdo da droga 4T1, bem como durzate o tratamento
serflo amenizados retirando-os do experimento, Pois uma vez spresentado desconforto ou risco ndo
submeteremos o animal 90s mesmos procedimentos respeitando o mesmo. A retirada dos animais se caso
necessdria, esta prevista no cilculo amostral. Para evitar ¢ ou minimizar (ais sofrimentos durante o
procedimento, todi & equipe serd devidamente treinada para a realizagio do procedimento de Induglo de
tumor e vacinagdo com células dendriticas,

4. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

As pessoas envolvidas neste projeto serilo treinadas pars 1odos 0s procedimentose wtilizario EPI's (luvas de

procedimento, jalecos, mascaras),

COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROT: OCOLO
Este protocolo obadecs ans principios éticos para o experimentaelo animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em 19/09/2014
(O relatirio anual ou finol deverd ser encantinkado pele Pesquisador um ano epds o infcio do processo).

Profa. D ngela Soares Chriguer
Coordenadora da CEUA/UFTM
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